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Resumo

DIAS, Lara Isys. Estudo dos elementos cis associados a resposta ao
alagamento. 2011. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacdo em
Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Os atuais desafios no melhoramento de plantas sdo maximizar a produtividade
das principais espécies cultivadas e criar meios para explorar uma variedade
de ambientes de cultivo. Um desses ambientes s&o os solos hidromorficos de
planicies alagadas. A adaptacdo de outras culturas a este ambiente poderia
reduzir a incidéncia de doencas, pragas e plantas daninhas, se beneficiando de
um sistema de rotacdo de culturas. Quando uma planta € exposta a estresses
abidticos ela tem que lidar com as alteracdes ambientais através de mudancas
fisiologicas e anatdbmicas, as quais necessitam de rapidas mudancas na
expressao génica, ou seja, no seu estado inicial, bem como nas taxas de
transcricdo. Elementos regulatorios de acao cis tém relacédo direta com fatores
de transcricdo (FT) em complexas redes de sinalizacéo. Estes sitios de ligacéo
de FTs sédo elementos funcionais de DNA que influenciam a atividade
transcricional de forma temporal e espacial. Neste trabalho, foram investigados
possiveis padrdoes de seqiéncias que se possam inferir sobre os mecanismos
que as plantas utilizam para se desenvolver na condi¢cdo do alagamento. Essa
busca por possiveis homologias entre os varios elementos cis permite realizar
analises interativas sobre como as plantas utilizam seus mecanismos
moleculares para responder a estresses abioticos. Bancos de dados online
foram utilizados, na busca de genes previamente descritos em literatura e que
Sa0 expressos em resposta ao alagamento em Oryza sativa, Arabidopsis
thaliana e seus homélogos em Glycine max e Zea mays. A por¢édo de 1,0 Kb a
montante de cada gene foi extraida e analisada in silico. Aléem disso, todos os
promotores das quatro espécies foram submetidos a busca por uma variedade
de sinais, com a intengcdo de encontrar novos padroes de motivos de DNA.
Esta andlise mostrou que, dos 259 elementos cis encontrados em promotores
de Arabidopsis e arroz, 12 deles sdo comuns a ambas as espécies e se
distinguem do restante por terem alta frequiéncia. Utilizando o programa MEME
dois motivos consenso foram encontrados entre as espécies Oryza sativa e
Zea mays. Estes podem representar novos padroes de elementos cis, pois
apresentaram ocorréncias relativamente elevada nos promotores de genes e
sdo relacionados com sequéncias conservadas em monocotiledoneas. A
analise aqui apresentada mostra pontos importantes para futuros estudos
relacionados ao estresse por alagamento e auxilia na descoberta de
mecanismos moleculares de tolerancia ao alagamento nas plantas. A partir dos
dados gerados, sera possivel direcionar experimentos de transformacéo
genética a fim de atribuir alguma caracteristica as plantas, tais como aqueles
encontrados no arroz, para que possam se desenvolver em um ambiente com
privacao de Os.

Palavras-chave: Elementos cis. Regulacdo Geénica. Génomica comparativa.
Andlises in silico.



Abstract

DIAS, Lara Isys. Estudo dos elementos cis associados a resposta ao
alagamento. 2011. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacdo em
Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The current challenges in plant breeding are to maximize the productivity of
major crop species and to create means for exploring novel crop environments.
One of these environments is the lowland hydromorphic soils that are proper for
the irrigated rice crop. Adapting other crops to this environment could reduce
the incidence of diseases, pests and weeds, therefore benefiting from a crop
rotation system. When a plant is exposed to abiotic stresses, it has to cope with
environmental changes through physiological and anatomic changes that need
quick gene expression responses, i.e., changes in active/silenced status as well
as in the rates of transcription. Cis-acting regulatory elements have straight
relationship with transcription factors (TF) in complex signaling networks. This
TF binding sites (cis-elements) are the functional DNA elements that influence
temporal and spatial transcriptional activity. We investigated possible patterns
of sequences that can be inferred about the mechanisms that plants use to
develop under flooding stress. This search for possible homologies between the
various cis-elements would lead us to performed interactive analyses about how
plants use their molecular mechanisms responding to abiotic stresses. Online
databases were searched, looking for genes previously described in literature
which are expressed in response to flooding in Oryza sativa, Arabidopsis
thaliana and their homologous in Glycine max and Zea mays. The 1.0 Kb
upstream portion of each gene was extracted and analyzed in silico. Besides,
all the promoters of these four species were subjected to a tool for searching for
novel signals, intending to find new motif patterns. Our in silico analysis shows
that from 259 cis elements found in PLACE for all promoters of Arabidopsis and
rice, 12 of them are common to both species, and are distinguished by having
high frequency. Using the MEME program two consensus motifs could be found
among the species Oryza sativa and Zea mays. These could represent new cis
elements patterns, because they had relatively high occurrences in the gene
promoters and they are related to conserved sequences in monocots.

The analysis here presented shows important points for future studies related to
the waterlogging stress and unmasking molecular tolerance mechanisms to this
typical stress. From the data generated, it will be possible to direct experiments
on genetic transformation with target genes and/or cis elements in order to
attribute some characteristic in plants, such as those found in rice, so they can
develop in an environment with O, deprivation.

Keywords: Cis elements. Gene regulation. Comparative Genomic. In silico
analysis.
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1. INTRODUCAO

O cenario atual de estagnacdo das &reas destinadas ao cultivo agricola
traz um desafio a comunidade cientifica: maximizar a produtividade das espécies
de interesse e, também, explorar ambientes ja utilizados pela agricultura, com
novas culturas. E com este enfoque que os campos de cultivo de varzea, de
caracteristica hidromoérfica, se mostram como uma alternativa.

O Estado do Rio Grande do Sul possui, em média, 5,4 milhdes de
hectares (ha) de solos de varzea apropriados a lavoura irrigada de arroz.
Desses, anualmente, 2 milhdes de ha séao sistematizados com a finalidade de
diminuir a incidéncia de doencas, pragas e plantas daninhas, e 1 milhdo de ha
sdo usados no cultivo de arroz (Gomes et al., 2006). A dificil adaptacdo de
outras culturas, que poderiam dar um maior retorno econémico, diminuindo os
riscos acima citados ao entrarem em uma rotacdo de culturas com o arroz
nessas areas induz esforcos na busca de alternativas para o desenvolvimento
de novas variedades que comportem caracteristicas genotipicas e/ou
fenotipicas, como as do arroz, para tolerar as condi¢cdes impostas pelo
encharcamento e possuam um elevado potencial de rendimento (Pires et al.,
2002).

O processo de aumento da eficiencia do sistema produtivo requer o
entendimento de como o ambiente andxico, caracteristico de solo com
deficiéncia de oxigénio (O,), prejudica o desenvolvimento das plantas e como
estas respondem ao estresse. A passagem da hipoxia para a anoxia e a
producdo de toxinas produzidas pelas bactérias anaerdbicas presentes no solo
intensifica 0 estresse experimentado pelas raizes da planta, podendo matar as
mesmas. No entanto, algumas respostas fisiologicas iniciais, antes que a anoxia
seja alcancada, permitem que as raizes a evitem, assim como a toxidez, se a
inundacao persistir (Jackson, 1985). De acordo com Kudahettige et al. (2007),
espécies que se originam de ambientes semi-aquaticos sdo capazes de lidar
com o estresse por alagamento, como o exemplo bem conhecido do arroz
(Oryza sativa). Essas plantas podem sobreviver a completa submergéncia por
semanas e algumas ainda possuem a capacidade de crescer vigorosamente e

produzir flores e sementes em solos saturados com agua.



Ao nivel molecular, sinais de estresses abioticos ativam fatores de
transcricdo e proteinas, que se ligam a regibes adjacentes a genes-alvo,
gerando assim uma resposta fenotipica da planta ao ambiente. Segundo
Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki (2005), no DNA de algumas plantas, em
regides upstream (a montante) proximas ou dentro do promotor, existem
sequéncias conservadas que parecem estar envolvidas na regulacdo deste.
Estas pequenas sequéncias, de aproximadamente 7 pares de bases (pb), que
interagem com diversos fatores de transcricdo para formar um complexo de
Iniciagdo transcricional, sdo denominadas elementos cis. Estdo situadas em
doferentes posi¢cbes, dentro de uma regido de aproximadamente 1,0 Kb (mil
pares de bases) upstream aos sitios de iniciacdo transcricional.

Os elementos regulatérios de acdo cis estdo envolvidos em Varios
processos de regulacéo da transcricdo, atuando como interruptores moleculares
e controlando processos bioldgicos de resposta a estresses abidticos, hormonais
e processos do desenvolvimento em vegetais (Yamaguchi-Shinozaki &
Shinozaki, 2005). Os avangos nas pesquisas e na precisao de seus resultados
em perfis de expressdo do transcriptoma tem levado a identificacdo de varias
combinacdes de atuacao (cross-talk) dos elementos cis, nas regides promotoras
de genes induzidos por estresses. E também envolvidos com respostas
hormonais. Existem dois principais elementos de acao cis que funcionam na
regulacdo da expressdao génica em resposta a estresses osmaoticos e de
temperatura: ABRE (ABA responsive element) e DRE (dehydration responsive
element) — ABA-dependente e ABA-independente, respectivamente.

O rapido progresso nos projetos de sequenciamento de genomas de
plantas tem produzido muitos resultados de sequéncias nucleotidicas e vai
continuar produzindo um grande montante de dados nos préximos anos. Porém,
muitas destas sequéncias geradas nédo oferecem muita informac¢do, como por
exemplo, a funcédo do gene em que elas se encontram. E necessario, portanto,
que informacdes bioldgicas sejam associadas a estas sequéncias por analise
computacional (in silico), principalmente. Dentre as estratégias utilizadas e bem
sucedidas, o acesso a bancos de dados online, que oferecem ferramentas de
buscas e alinhamentos de sequéncias de DNA e de proteinas, ajuda na
identificacdo, caracterizacdo e andlise das fungdes biologicas que se deseja

estudar.



Neste contexto, o PLACE é o principal banco de dados baseado em
informacdes sobre os elementos regulatorios de acdo cis para estudos em
plantas vasculares. O PLACE consiste de uma ferramenta para buscas por
homologias entre seqiiéncias de DNA. E uma ferramenta muito Gtil para estimar
o modo de regulacdo do gene, as regides envolvidas em tal regulacdo, entre
outras regides pertinentes, da sequéncia submetida (Higo et al., 1998).

Outra abordagem, bastante interessante, é a tentativa de descoberta de
novos padrbes de ocorréncia de elementos regulatérios cis, uma vez que o
PLACE teve sua Ultima atualizagcdo em 2007, o que significa que ha um atraso
de quatro anos na atualizacdo dos dados. Dessa forma, a suite de aplicativos
MEME, oferece diversas ferramentas de alinhamento de sequéncias para a
descoberta de padrbes de motivos repetidos entre elas (Bailey et al., 2009). A
partir do alinhamento de regides promotoras de genes co-regulados e com
caracteristicas em comum, espera-se que alguma inferéncia possa ser feita
sobre a regulacdo transcricional desses genes. Por exemplo, podem ser
identificados novos elementos cis ainda ndo descritos, através da deteccéo de
motivos conservados nos promotores.

Assim a &rea da Bioinformatica ganha, a cada momento, espago na
pesquisa do melhoramento genético de plantas e se faz indispensavel para a
predicdo de fungdes bioldgicas, bem como dados de metabolismo e cross-talk
(“conversa cruzada”) entre fatores de transcricdo e suas respostas ao ambiente.
Tudo isso com dados estatisticos refinados, permitindo-nos fazer extrapolagdes

para 0s experimentos que possam vir a confirmar as analises computacionais.



2. REVISAO DE LITERATURA

Esta revisdo de literatura foi realizada com a finalidade de conceituar e
explorar os itens deste trabalho, caracterizando e situando o tema central. S&o
discutidos temas como a regulacdo génica de genes que respondem a anoxia, a
caracterizacdo das espécies em estudo e a Bioinformética, area da

Biotecnologia, nos estudos in silico dos elementos cis.

2.1 — Solos Hidromorficos

A caracteristica comum aos solos hidromorficos é a deficiéncia de
drenagem, sendo encontrados nas planicies de rios, lagoas e lagunas. Estes
solos de varzea, tipicos de regibes de baixas altitudes (0-200 m), ocupam,
aproximadamente, 5.400.000 ha do estado do Rio Grande do Sul (20% da area)
e chegam a abranger 650.000 ha em Santa Catarina (GOMES et al., 2004).

Nestes solos, desenvolvidos, primariamente, de rochas sedimentares
silticas ou argilosas, a deficiéncia de drenagem natural se intensifica devido a
um perfil de camadas superficial pouco profunda e subsuperficial mais
impermeavel. Estas sao condi¢des favoraveis ao cultivo irrigado e proporcionam
baixa susceptibilidade a erosao.

De acordo com Gomes et al. (2006), o sistema produtivo tradicional do
Rio Grande do Sul, que utiliza estas areas alagadas com a pratica do cultivo de
arroz irrigado e da pecuaria de corte, é associado a longos periodos de repouso
(2.000.000 ha sao sistematizados, anualmente), visando diminuir a incidéncia de
pragas e doencas, a Iinfestacdo de plantas daninhas (arroz vermelho,
principalmente) e promove o descanso do solo para reciclagem de nutrientes;
porém, leva ao problema de baixa rentabilidade. Para viabilizar alternativas de
producdo para exploracdo mais rentavel e sustentavel das varzeas arrozeiras,
trabalhos vem sendo realizados, para ampliar as possibilidades de rotacédo de
culturas (BARNI et al., 1985; GASTAL et al., 1998).

No que se refere a visdo da gendbmica comparativa, € de interesse
cientifico extrapolar dados obtidos em estudos com espécies modelo para outras
espécies proximas (evolutivamente relacionadas), que possuam similaridades

entre seus genomas. Nesse contexto, Arabidopsis thaliana e Oryza sativa se



destacam por serem plantas com o genoma totalmente seqienciado e terem
impacto na importancia agronémica (SPANNAGL et al.,, 2010). Arabidopsis
enfatizando resultados para as dicotledbneas e o arroz para as

monocotiledbneas.

2.2 — Anoxia

As transformacgfes fisicas e bioquimicas que o solo sofre com o
alagamento, requerem uma rapida adaptacdo de todo o sistema envolvido,
desde os microorganismos presentes até as plantas que sdo submetidas a esse
ambiente. O arroz é, nesse contexto, uma planta modelo a ser estudada, pois
tolera a privacédo de oxigénio proporcionada pela anoxia do alagamento, e se
adapta a essas condicOes adversas, desenvolvendo-se sem dificuldades. A
exposicao dos processos bioquimicos dos solos de varzea facilita e guia o
entendimento de como a planta tolera este estresse abidtico, a partir de
mecanismos fisioldgicos e moleculares.

O suprimento de O, para 0 solo passa a ser extremamente lento com o
inicio do alagamento, com uma difusdo até 10 mil vezes mais lenta na agua
(GOMES et al., 2004). De acordo com Greenwood (1961), os microorganismos
aerdbicos consomem rapidamente este oxigénio presente e restante, tornando-
se inativos ou morrendo com a posterior falta de O,. Depois disso, ocorre a
proliferacdo de uma microbiota, na sua maioria, anaerdbica facultativa e
obrigatdria, as custas da matéria organica presente (YOSHIDA, 1975).

A atividade anaerdbica destes microorganismos faz com que o acumulo
de acidos organicos, como o CO,, decorrentes da decomposicdo da matéria
organica do solo e do processo de fermentacdo realizados pelos mesmos,
aumente gradativamente (STEVENSON et al.,, 1967), sendo a composicao e
concentracdo destes acidos importantes, principalmente, pelos seus efeitos
sobre a cultura de arroz (YOSHIDA, 1975).

O acumulo de CO; no solo alagado é intensificado pela difusdo lenta de
gases no meio aquoso para a atmosfera. Apenas uma fracdo desse acumulo
consegue escapar para a atmosfera, quando a pressao desse gas, no solo, for
alta o suficiente para fazer com que borbulhe na superficie, livrando-se da agua
(STOLZY, 1974). Esta concentracdo pode atingir valores de 3 ton. ha’ nas
primeiras semanas de alagamento (PONNAMPERUMA, 1972). A reducédo do
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CO, a CH4 ocorre logo apés este acumulo do CO,, e a diminuicdo da
concentracdo deste gas traz um equilibrio ao meio (YOSHIDA, 1975). As
concentracbes de CO, normalmente encontradas em solos de cultivo de arroz
nao alcancam niveis toxicos (PONNAMPERUMA, 1965).

A partir dos processos de respiracao e fermentacdo dos microorganismos
anaerodbicos, ocorre a oxidagdo da matéria organica (C organico), pois continua
a liberagdo de elétrons (H*), com o inicio do alagamento, e os receptores de
elétrons passam a ser outros compostos inorganicos, como: nitrato, sulfato,
acetato, oxido ferroso e glucose (LINDSAY, 1979). Acredita-se, segundo Rowell
(1981), que o principal mecanismo de oxidagdo do C seja acoplado a reducgéo
dos compostos inorganicos, quando estes sao absorvidos pela célula, sendo o C
reduzido e, por conseguinte, € excretada sua forma reduzida.

Moraes & Freire (1974) relatam um forte decréscimo do pH do solo, nos
primeiros dias de alagamento, mas perde essa acidez e se estabiliza, em um
periodo de 30 dias, aproximadamente. O acumulo de CO, é o principal
responsavel por esta caracteristica acida inicial (PONNAMPERUMA, 1965), mas
posteriormente, com a reducao do solo, os valores do pH permanecem ao redor
de 6,0 — 6,5, complementando-se ao efeito contrario do CO,, e entrando em
equilibrio. Em 1972, Ponnamperuma conseguiu elevar o pH de um solo
reduzido, de 6,7 para 8,5, eliminando o CO, desse solo.

Com o alcance da estabilidade do processo de reducdo do solo, a
atividade dos microorganismos diminui e o suprimento de O, atmosférico, obtido
por difusdo e aquele liberado pela fotossintese de algas e plantas aquaticas,
excedem a quantidade de O, consumido pelos microorganismos da superficie
da agua (YOSHIDA, 1975). Forma-se, a partir disso, uma fina camada superficial
oxidada, de aproximadamente 1 cm, que comporta metabolismo microbioldgico
aerébico. O gradiente de concentragdo entre esta camada e a subjacente,
reduzida, impulsiona trocas de substancias por difusdo, pois ha camada oxidada
(mais superficial e em contato com a atmosfera) a concentracédo de substancias
reduzidas € muito baixa, e a de substancias oxidadas é alta, em contraponto a
camada reduzida (GOMES et al., 2004).

As raizes do arroz tem a capacidade peculiar de oxidar a sua rizosfera,
formando, assim, uma camada com propriedades aerdbicas, permitindo a
respiracdo das mesmas (PONNAMPERUMA, 1972). Essa caracteristica
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adaptativa dessa cultura de solos alagados € conseguida pelo transporte do O,
atmosférico, através das folhas até as raizes, pelos aerénquimas, que se
constituem de um espaco fisico intercelular para a movimentacdo dos gases.
Isso ndo é restrito a planta de arroz, sendo presente, também, em outras
gramineas e observado, na sua maioria, em condi¢cdes de solos alagados, como
analisado por Pradhan et al. (1973), que encontrou maior porosidade em raizes
de arroz cultivado em condi¢des alagadas do que em drenadas.

Esta rizosfera oxidada, imposta em um ambiente reduzido, permite a
planta realizar reacdes inversas ao que ocorre no corpo do solo a que esta
inserida, assumindo um papel importante na eliminacdo ou reducao de
substéancias téxicas ali produzidas, e que se dirigem a raiz. Exemplos disso séo
o sulfeto de hidrogénio (H,S) e o excesso de ferro (Fe) reduzido (GOMES et al.,

2004), que tem seus efeitos toxicos atenuados.
2.3 — Caracterizacdo das espécies

2.3.1 - Arroz

O arroz é uma angiosperma, da classe das monocotiledéneas, ordem
Poales, familia das gramineas (Poaceae) e subfamilia das Bambusoideae ou
Oryzoideae. Esta familia se originou, provavelmente, na era Mesozolica e
evidéncias apontam que seja de clima tropical e que suas linhagens tenham
evoluido e se adaptado a varios outros habitats. Com 12 cromossomos (n = 12)
de tamanho médio a pequeno, caracteristica considerada primitiva pelos
citologistas, a tribo Oryzeae provavelmente teve seu genoma derivado por
duplicacdo cromossémica de gramineas ancestrais com n= 6 (NCBI).

Dentro desta tribo existem duas espécies cultivadas, ambas com um
namero basico (n) de 12 cromossomos. Sao elas: Oryza glaberrima Steud. e
Oryza sativa L., africano e asiatico, respectivamente. Apesar das semelhancas e
possibilidade de cruzamento entre as espécies (alogamia), ha diferencas entre
0S genomas.

Dados historicos indicam que o arroz asiatico (Oryza sativa subespécie
japbnica) tenha sua origem no sul da india, onde houve condicbes mais
favoraveis para seu cultivo. Expandiu-se para o sudeste asiatico, atingindo a

China e, dai, foi introduzido na Coréia e Jap&o. Para o lado ocidental da Asia,
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sua implantacdo pela Turquia e Pérsia, chegando a Grécia, Ird e Babilbnia, se
deram por volta do ano 320 a.C., com as invasdes de Alexandre Magno
(Embrapa Arroz e Feijdo, 2010). A expansdo arabe chegou ao Marrocos e
Espanha, a qual introduziu o arroz na Ameérica. A implementacdo da cultura no
Brasil, foi feita através dos portugueses, tornando-se um dos principais
alimentos de consumo interno.

Ainda, de acordo com Gomes et al. (2004), o arroz africano (Oryza
glaberrima) com origem na Africa Ocidental, teve sua exploracdo e consumo
restritos a sua area de cultivo, mais precisamente no Delta Central do Niger. A
introduc&o do arroz asiatico, pelos portugueses e holandeses, na costa da Africa
Ocidental, mostrou uma melhor adaptacao deste e cariopse branca, sendo esta
vermelha no arroz africano, de maneira geral.

A classificacdo genética do género Oryza dificulta o estabelecimento
preciso de um agrupamento de espécies, pois 0s estudos relatam a existéncia
de cinco genomas distintos, em nivel diploide (AA, BB, CC, EE e FF) e dois
genomas anfidipléides (BBCC e CCDD). Percebe-se que o genoma D, nédo é
representado na condicdo diploide, o que indica que esta forma possa estar
extinta. As espécies Oryza glaberrima e Oryza sativa sdo constituidas pelo
genoma A, mas devido a problemas de pareamento cromossOmicos em seus
hibridos, sdo representados como AY%A? (Oryza glaberrima) e AA (Oryza sativa)
(NCBI Map Viewer — Oryza sativa).

Hoje, o arroz asiatico é cultivado em todos os continentes, sendo que a
maioria da sua producao (cerca de 95%) é sempre destinada ao consumo local,
restando pouco para 0 comércio internacional. Em uma classificacdo de
producdo mundial, a Asia é representada por 9 paises entre os 10 maiores
produtores.

O Brasil encontra-se em nono lugar nesta classificacao (dados de 2008)
sendo o0 Unico representante ndo asiatico, dentre os dez maiores produtores
mundiais (Figura 1). Cerca de 68% da producédo no Brasil vem da Regido Sul
do pais, com concentracdo nos solos de varzea do estado do Rio Grande do
Sul (Figura 2).
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Figura 1. Distribuicdo da producdo, em milhfes de toneladas, nos principais
paises produtores de arroz, CGF/UFPel, 2011. Fonte: FAO — FAOSTAT Database

(2010).

H Rio Grande do Sul
M Santa Catarina

® Mato Grosso

B Maranhdo

B Tocantins

M Pard

™ Goias

W Outros

Producdo total: 11,3 milhdes de toneladas

Figura 2. Producado de arroz no Brasil (porcentagem sobre a quantidade) - Safra 2006-

07, CGF/UFPel, 2011. Fonte: Conab.

Apesar da alta produgdo, o0 pais precisou, por sucessivos anos, importar
uma quantidade aproximada de 900 mil toneladas/ano de arroz, sendo que no
ano de 2007 esse numero teve uma queda para 720 mil toneladas importadas
principalmente do Uruguai e Argentina que, juntos, somaram 89,5% do total

importado, o equivalente a US$235,6 milhdes.



2.3.2 — Milho

Assim como o arroz, o milho é uma angiosperma, monocotileddénea, da
familia das gramineas (Poaceae), diferindo-se do arroz no taxon da subfamilia,
sendo representado pela Panicoideae e tribo Maydea. Zea mays L.. Parece ter
se originado no Golfo do México, tornando-se sustento das civilizacbes
Olmecas, Maias, Astecas e Incas. Ha datacédo de que o milho ja era cultivado na
Ameérica ha 4.000 anos (PERRY et al., 2005). Esta, hoje, entre os trés graos
mais produzidos, ficando atras do trigo e do arroz.

A origem da conformagao gendémica do milho (n = 10) parece ter se dado
por anfiploidia (fusdo de dois genomas diploides) (HELENTJARIS et al., 1988),
ou por alopoliploidia com heterocromatina super enovelada (WILSON et al.
1999), que podem constituir n0s na cromatina e interferir no processo de
transcricao. As diferengcas nos tamanhos das duplicagbes de elementos, que
formam essa heterocromatina caracteristica do milho, levam a uma ampla gama
de tamanhos de genomas para esta espécie (NCBI Map Viewer — Zea mays). Os
seis mapas genéticos existentes estdo presentes no MaizeDB (Maize Genetics
and Genomics Database), um banco de dados que trabalha com grupos de
estudos em Zea mays, envolvidos na anotacéo estrutural e funcional do genoma
desta espécie.

No que se refere ao panorama econémico mundial, o Brasil ocupa a
terceira colocacdo em um ranking de producdo deste grdo. Este posto é
sustentado por uma caracteristica Unica do Brasil, em relacdo a outros paises
produtores de milho, que € a possibilidade de plantio de duas safras em um ano.
Uma safra principal de verdo (setembro a novembro) e a segunda (janeiro a
abril), chamada safrinha, que é de menor produtividade, por ser plantada no final
da época de chuva. Contudo, a safrinha participa significativamente no aumento
da producéo anual significativamente, com cerca de 28% (COSTA et al., 2008).

A politica americana de incentivo a producéo de etanol, a partir do grao
de milho como matéria prima, impulsionou o mercado da producdo desse grao.
Essa tendéncia de utilizar o milho para fins energéticos leva a reducdo dos
estoques internacionais (COSTA et al., 2008), ressaltando a importancia da
colocacdo do Brasil como um dos trés maiores produtores mundiais e a

Argentina, como outro pais sul-americano, entre os cinco primeiros (Figura 3).
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Figura 3. Distribuicdo da producdo, em milhdes de toneladas, por pais produtor de
milho, CGF/UFPel, 2011. Fonte: FAO — FAOSTAT Database (2010).

Os maiores importadores de milho do Brasil sdo paises da Uniao
Européia, Ird e Coréia do Sul, com uma parcela de 90% das exportacdes
(Figura 4). Tanto a quebra da safra 2006-07 do bloco da Unido Européia,
quanto a demanda de milho 100% livre de Organismos Geneticamente
Modificados (OGM) disponivel no Brasil, aumento a participacédo deste bloco de
paises como destino do produto brasileiro em 2007. Em 2007 a Comissao
Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) aprovou o plantio e a
comercializagdo de uma cultivar de milho transgénico resistente a insetos e
uma outra resistente a um herbicida utilizado no controle de plantas invasoras.
Esta decisao foi ratificada em 2008, pelo Conselho Nacional de Biosseguranca

(CNBS).
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Figura 4. Exportac6es de milho no Brasil, 2007, CGF/UFPel, 2011. Fonte: USDA.

No Brasil, a Regido Sul se destaca como principal produtora, seguida do
Sudeste. Nesse contexto o estado do Rio Grande do Sul é o terceiro maior
produtor. A producdo nacional de milho é voltada, principalmente, para o

segmento de alimentagao animal.

2.3.3 - Soja
A soja é uma angiosperma, dicotiledénea, da ordem Fabales e
pertencente a familia Fabaceae (fabaceas ou leguminosas), assim como o
feijdo, a lentilha e a ervilha. E da subfamilia Faboideae e género Glycine. A
espécie cultivada (Glycine max (L.) Merr.), descendente do cruzamento de duas
espécies selvagens, supostamente rasteiras, tem sua origem na costa leste da
Asia e seu cultivo e producao foram restritos a China até o ano de 1894. Apds o
final da guerra entre China e Japao, se disseminou nos jardins botanicos da
Europa como uma curiosidade. No século XX, com a descoberta dos teores de
Oleo e proteina do grao, as induUstrias mundiais despertaram o interesse para a
cultura comercial da soja. A sua disseminacdo no Brasil ocorreu a partir da
imigracao japonesa (Embrapa Soja, 2010).
Glycine max possui um numero béasico de cromossomos igual a 20 e

aparece como um modelo de estudo dentre os graos cultivados na familia das
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leguminosas. Dois fatos impulsionaram os esforcos para o projeto de
seguenciamento desse genoma: primeiramente pelo fato do genoma conter
entre 1.000 e 2.000 Mpb (milhdes de pares de bases) e, segundo, por ser
considerado como sendo um tetrapldide diploidizado. Este € fato sustentado
pela Citogenética, que mostrou a soja como Unica dentre a sua familia
(Fabaceae), onde todos os outros representantes tem um numero hapléide de
cromossomos igual a 11 (LACKY, 1980). Opinides correntes acreditam que G.
max tenha se originado de uma espécie ancestral leguminosa (n = 11), que
passou por uma aneuploidia, perdendo um cromossomo (n = 10), seguido de
uma duplicacdo (n = 20) (PALMER & KILLER, 1987).

O alto valor nutritivo da soja e teor de 6leo impulsionam o mercado da
producdo mundial, no qual o Brasil se destaca como o segundo produtor
mundial (Figura 5) e reveza com o0s Estados Unidos a lideranca nas

exportacdes deste produto, nos ultimos anos (COSTA et al., 2008).

90.000.000
80.000.000 |~
70.000.000 |~
60.000.000 |~
50.000.000
40.000.000 |
30.000.000 |~
20.000.000 |~
10.000.000 |~

Produgao (ton.)

Figura 5. Distribuicdo da producdo, em milhdes de toneladas, por pais produtor de
soja, CGF/UFPel, 2011. Fonte: FAO — FAOSTAT Database (2010).

Em territorio nacional a Regido Sul, que possuia 90% da producédo na
década de 70, foi perdendo espaco para a Regido Centro-Oeste que, hoje,
colabora com cerca de 45,4% (Figura 6). Contudo, no que se refere ao plantio
de soja transgénica, a producdo se concentra nos estados do sul do pais
(Figura 7).
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Figura 6. Area plantada com a cultura de soja no Brasil. Safra 2006-07, CGF/UFPel,
2011. Fonte: Conab.
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Figura 7. Participagdo de OGM’'s (Organismos Geneticamente Modificados) na
producéo nacional, CGF/UFPel, 2011. Fonte: Céleres.
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2.3.4 — Arabidopsis

O modelo de estudos da Botanica para as plantas superiores,
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., € uma angiosperma, dicotiledénea, da familia
das Brassicaceae (brassicaceas), assim como a mostarda. Devido a seus
amplos recursos gendmicos e cole¢cbes de mutantes, se tornou uma excelente
ferramenta de comparagdo nas gendmicas comparativa e funcional (LU &
LAST, 2008).

Esta planta de pequeno porte foi escolhida como modelo em plantas para
sequenciamento pelo fato de ter um genoma pequeno e com estrutura simples,
tendo poucas sequéncias repetidas e alta densidade de genes. Além disso,
possui geragfes curtas de seis semanas, produz um grande numero de
sementes e é relativamente facil sua transformacédo genética (The Arabidopsis
thaliana Initiative, 2000), via Agrobacterium tumefaciens ou por biobalistica
(shotgun). O sequenciamento foi realizado com um consorcio internacional

nomeado The Arabidopsis thaliana Initiative (AGI), que consistiu de grupos de

pesquisadores nos Estados Unidos, Europa e Japéo. O projeto teve inicio em
1996 e término em 2000.

Dada a vasta gama de dados disponiveis para Arabidopsis para
processos biolégicos em plantas e a grande importancia das espécies
produtoras de gréos, torna-se interessante a estratégia da aplicacdo do
conhecimento biotecnoldgico adquirido em Arabidopsis thaliana nessas
espécies cultivadas, no intuito de conhecer e, inclusive, melhorar as mesmas
(SPANNAGL et al.,, 2010). Espécies com importancia particular para a
agricultura séo atrativas para programas de transferéncia de genes que possam
conferir resisténcia a estresses bioticos e abioticos, por exemplo.

Contudo, transferéncias genéticas sdo mais efetivas entre genes
ortélogos, os quais compartilham, por definicdo, um ancestral funcional em
comum. Ha um desbalanco genético entre as espécies, que é causado, na
maioria dos casos no genoma de Arabidopsis, por expansdes especificas.
Exemplo disto sdo duplicagbes em tandem para esta espécie, que contribuem
de forma nado proporcional para um aumento no numero de copias de alguns
genes (SPANNAGL et al.,, 2010). Isso tudo leva a um impacto, quando se
deseja fazer a transgenia. A sintenia esparsa entre plantas monocotiledoneas e

dicotiledéneas se deve a frequentes rearranjos, translocacdes, perda de genes
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fortemente prejudiciais e reducdo do numero de genes ortdlogos que possam

ser detectados por regides conservadas.

2.4 — Genbmica Comparativa

A gendmica comparativa oferece a base para o0 entendimento da
evolucdo dos genomas (KELLER et al., 2000), partindo do principio de que se a
organizacdo e a ordem dos genes se mantém conservadas entre espécies, um
genoma menor de referéncia pode ser usado como modelo, para o isolamento
de genes de genomas maiores. Surge, entdo, o termo sintenia, que € utilizado
para referir a conservacdo de regibes de DNA entre espécies, e essa
conservacdo de regibes e a ordem das mesmas leva a comparacdo da
organizacdo dos genomas de diferentes tamanhos e ao estudo da evolucdo dos
mesmos.

A Paleogendmica, estudo da estrutura de um genoma ancestral, permite
a identificagcdo e caracterizacdo de mecanismos (por exemplo, duplicagdes,
translocacdes e inversdes) que tem moldado os genomas das espécies durante
suas evolucbes. A Paleogendmica pode ser realizada atraves de analises
comparativas em larga escala de espécies atuais e modelagem da estrutura de
um genoma ancestral. Diferentes métodos tem sido desenvolvidos para
computar um grande numero de dados gendémicos para a reconstrucado de
genomas ancestrais. O primeiro passo consiste na identificacdo de regides
conservadas entre os genomas (SALSE et al., 2009).

Experimentos com fracionamento de DNA e localizacao génica sugerem
que os genomas das plantas sejam organizados em longos agrupamentos de
genes e elementos transponiveis (formando, juntos, o espaco génico),
ocupando cerca de 12-24% do genoma e separados por longos trechos de
regides de *“vazio @génico”, que consistem principalmente de sequéncias
repetitivas (BARAKAT et al., 1998). A diferenca no tamanho de genomas entre
espécies com genomas pequeno e grande se deve, principalmente, as
diferencas entre os tamanhos das regifes de vazio génico.

Em estudos de microcolinearidade (capazes de  detectar
microrrearranjos, como delecdes, inversdes e duplicacdes) no locus Adhl entre
milho e sorgo, Tikhonov et at. (1999), mostraram que dois genes adjacentes em

sorgo também foram encontrados, um proximo ao outro, em Arabidopsis. No
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entanto, essa conservacdo nao se estende a genes vizinhos, sugerindo que a
colinearidade (conservacdo de um arranjo linear, no cromossomo) entre dois
genes pode ser encontrada entre monocotileddneas e dicotiledoneas, mas esse
tipo de conservacao é raro. Apesar disso, a conservacdo de cinco genes em
regides contiguas em Arabidopsis e arroz, foram relatadas por Van Dodeweerd
et al. (1999). Porém, esses genes encontrados sdo interespagados por 19
genes nao ortélogos em Arabidopsis thaliana, o que demonstra que rearranjos
devem ter ocorrido na divergéncia entre monocotiledéneas e dicotiledéneas.

Para tanto, ao estudar espécies que divergem nessa caracteristica
(numero de cotilédones), principalmente, torna-se interessante ter como base
de estudos duas espécies modelo. Segundo Devos (2005), o nivel de
conservagcao dos genes € um critério importante na determinacdo do grau de
sintenia, para o qual o conhecimento comparativo pode ser aplicado entre as
espécies. Em contraste com esforcos baseados em mapas genéticos, que
provém uma visdo geral dos rearranjos cromossomais, 0s quais diferenciam
espécies relacionadas, as comparacdes baseadas em sequéncias determinam
se a ordem dos genes permaneceu conservada entre 0sS segmentos de
Cromossomos ortologos.

Dada a importancia econdmica dos cereais, visto que aproximadamente
60% da alimentacdo mundial é obtida das gramineas (KELLER et al., 2000), a
escolha de uma espécie modelo para estudos biotecnoldgicos é necessaria, e 0
arroz se encaixa perfeitamente nos pré-requisitos para a base dos estudos da
gendmica comparativa, no que se refere ao grupo das gramineas. Possui um
genoma relativamente pequeno, de 450 Mb, quando comparado aos genomas
do milho, de 2.500 Mb, da cevada (Hordeum vulgare L.), de 4.900 Mb, ou do
trigo (Triticum aestivum L.), com 16.000 Mb (NCBI).

O arroz tem seu genoma totalmente sequenciado e pesquisadores
concentram esforcos na construcdo de mapas genéticos, em técnicas de
transformacdes genéticas e construcdo de mapas comparativos com outras
espécies da familia Poaceae. Os resultados que se tem obtido nessas analises
comparativas, mostram extensas regides com conteldo génico conservadas,
tanto na ordem quanto na disposicao dos genes. Isso demonstra que o arroz

pode prover valiosas informacdes que podem ser extrapoladas para outras
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espécies no que se refere a caracteristicas semelhantes em outras gramineas
(BENNETZEN, 2002).

Segundo Salse et al. (2009), o conhecimento sobre a extensdo da
conservacao entre os genomas dos cereais e as ferramentas de analises
gerados, através da gendmica comparativa, estudos podem ser usados para (1)
definir estratégias eficientes para estudos genéticos e isolamento de genes
através do padrdo de grupos de marcadores ortdlogos conservados e (2) para
melhorar a acuracidade da anotacdo génica através do alinhamento de genes
ortélogos conservados.

A partir de analises comparativas, ao nivel de mapas genéticos,
identificam-se segmentos do genoma, ou blocos de ligagdo, que consistem de
dezenas de megabases, as quais séo fortemente colineares entre as espécies.
Esses estudos de mapas, de baixa e média resolugcdo, ndo oferecem
informag&o da organizacao precisa dos genes nesses blocos (DEVOS, 2005).
Para obter uma melhor visdo do micro-nivel de conservagdo dos genes, muitos
laboratérios tem realizado o sequenciamento de BACs (bacterial artificial
chromosome), que foram selecionados por conterem um gene em particular que
esteja presente entre as espécies de cereais (CHEN et al., 1997; TIKHONOQV et
al., 1999; RAMAKRISHNA et al., 2002; GUYOT et al., 2004, LU et al., 2009).

Chen et al. (1997), clonaram genes de arroz e sorgo homoélogos ao
locus sh2 de milho em BACs. Observaram que um homdlogo do gene al em
milho também estava presente em cada um dos BACs. Encontraram uma alta
conservacgao do arranjo, observado em milho, em arroz e sorgo, principalmente
nos éxons. Concluiram, assim, que as trés espécies estudadas tem a ordem
dos genes conservada, bem como a composicdo da regido sh2-al, mas
adquiriram diferencas quantitativas e qualitativas entre as sequéncias dos
genes (como duplicagdes), em seus processos evolutivos individuais.

Em outro estudo, Lu et al. (2009), para melhor compreender a evolucéo
do genoma do género Oryza, sequenciaram e compararam regides genémicas
MOC1 (MONOCULML1), entre 14 genomas de Oryza. Localizado no brago longo
do cromossomo 6, MOC1 codifica para a familia da proteina nuclear GRAS, a
qual controla uma caracteristica agrondmica importante, a formacdo de
perfilhos, no arroz. O sequenciamento e anotacdo de 18 BACs para estas

espécies revelou uma alta colinearidade na conservacdo dos genes e ha

18



estrutura da regiao MOCL1. As diferencas na amplificagdo por transposons
parecem ser responsaveis pelas diferencas de tamanhos dos genomas atuais
do género Oryza.

O que se obtém a partir da corroboracdo dos estudos, ao longo das
diferentes espécies de gramineas, é que a colinearidade é mantida ao nivel de
sequéncia em diferentes niveis, dependendo da regido e da espécie observada.
A ruptura da colinearidade é manifestada por pequenas inversoes, duplicacbes
em tandem, insercfes e/ou dele¢Bes Unicas ou mdltipas e translocacdes

génicas (Figura 8).

B rice
B Foxtail millet
B sorghum
E Peart millet
O maize

B restucatLolium
B oats

B Triticeae

Figura 8. Diagrama em circulo mostrando as relagdes conhecidas entre os genomas de
oito espécies de gramineas. Fonte: Devos, 2005.

Pela comparacdo de regifes ortélogas entre as multiplas espécies, é
possivel inferir a época relativa dos diferentes rearranjos, e também determinar
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a estabilidade relativa dos genomas analisados. O genoma do arroz parece ser
mais similar em estrutura a organizacdo do genoma ancestral do que os
genomas de sorgo e milho, por exemplo (RAMAKRISHNA et al., 2002; ILLIC et
al., 2003).

Regibes que contem agrupamentos de genes em tandem s&o
particularmente instaveis. Prova disso € a presenca diferencial de grupos de
genes de resisténcia a doencas (GUYOT et al., 2004), genes de pequenos
RNAs nucleolares (snoRNA) (RAMAKRISHNA et al., 2002) e genes de
proteinas de reserva (SONG et al., 2002) em cereais. Devos (2005) cita que
apos a amplificacdo, esses genes devem ter sido retidos em linhagens
especificas em resposta as pressdes de selecdo do ambiente. Os mecanismos
que dirigem os rearranjos sao geralmente desconhecidos, mas alguma
informacéo pode ser obtida a partir das regides que flanqueiam estes genes. A
insercdo de um gene em uma nova posicdo pode levar a mudanga em sua
regulacdo transcricional, que € causada pela mudanca do ambiente
cromossomal (SONG et al., 2001). A acumulacdo de mutacbes degenerativas
em elementos regulatérios pode causar a quebra de funcdes ancestrais
(FORCE et al., 1999).

No que diz respeito as dicotiledéneas e a familia das Poéaceas
(leguminosas), particularmente, o mapeamento pela genética comparativa é
bem estabelecido (DELSENY et al., 2004), onde estudos iniciais predizem que
a sintenia deve facilitar a descoberta de genes entre espécies relacionadas
(DEVOS & GALE, 2000). As limitacdes nas comparacdes entre as familias se
devem a rearranjos cromossomais que resultam no fracionamento progressivo
do genoma em segmentos bem conservados e alta freqiéncia de perda de
genes em segmentos duplicados do genoma. De acordo com Choi et al. (2004),
através de estudos de documentos, a conservacdo substancial entre os
genomas de culturas de leguminosas modelo, também revela alguma
divergéncia. O grau com o qual a sintenia do genoma pode facilitar a analise
entre espécies sobre a funcdo dos genes dependera tanto da conservagao da
ordem e conservagcdo dos genes, quanto da freqiéncia com as quais uma
caracteristica similar tem bases genéticas em comum nas diferentes espécies.

A domesticacdo € um evento relativamente recente que ocorreu

independentemente nos diferentes cereais. As caracteristicas que tem sido
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selecionadas durante a domesticacdo sdo a auséncia de debulha das
sementes, sementes de tamanho maior, tempo de lavoura reduzido e
crescimento padronizado (PATERSON et al., 1995). A colinearidade entre as
monocotiledéneas e Arabidopsis thaliana é fragmentada (DEVOS et al., 1999),
mas sabe-se que ndo ha informacédo de espécies que divergiram entre 60
milhdes de anos atras (surgimento das gramineas) e 150-200 milhdes de anos
atras (divisdo das monocotileddneas e dicotileddneas). Os genes ortélogos que
tem funcbes conservadas entre espécies produzem fendtipos similares entre
elas. Peng et al. (1999), observaram como exemplo que os genes ortélogos do
nanismo GAI, Rht-1 e D8 reduzem o tamanho da planta em Arabidopsis, trigo e

milho, respectivamente.

2.5 — Regulacao da expresséao génica

A modelagem continua da forma de um vegetal é uma integracédo de uma
grande variedade sinais. No desenvolvimento de mudas jovens é
particularmente claro. Fatores ambientais, como a luz, alteram profundamente o
programa morfogenético inato da planta. Como diversas rotas se mesclam para
determinar uma discreta resposta de crescimento celular, em grande parte esse
€ um processo desconhecido (NEMHAUSER, 2004).

Estresses abidticos como seca, alta salinidade, baixa temperatura e o
alagamento sao, todos, condicdes ambientais que tem efeito adverso no
crescimento das plantas e na produtividade dos cereais. As plantas tem se
adaptado para responder a esses estresses a nivel molecular, fisiolégico e
bioquimico, para tornar viavel sua sobrevivéncia (YAMAGUCHI-SHINOZAKI &
SHINOZAKI, 2006). A expressao de uma variedade de genes é induzida por
estresses em diversas plantas e os produtos desses genes funcionam nao
somente na toler&ncia ao estresse, mas também na regulacdo da expressao do
gene e na transducdo de sinais nas respostas aos estresses (BARTELS &
SUNKAR, 1995).

Na rede de transducéo, desde a percepc¢ao dos sinais do estresse até a
expressdo dos genes a ele responsivos ao estresse, varios fatores de
transcricdo e elementos de acgao cis, nos promotores também responsivos ao
estresse, funcionam para a adaptacao da planta a esses estresses ambientais.

A andlise das complexas cascatas de sinalizacdo e regulacdo dos genes no
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cross-talk (conversa cruzada) entre os mesmos e seus produtos, bem como a
identificacdo da especificidade da expressao génica ajudam elucidar como uma
planta tolera um estresse e quais meios, sejam eles fisioldégicos, bioquimicos ou
moleculares, ela utlizou para emitir uma resposta favoravel a sua
sobrevivéncia.

Os produtos desses genes induziveis pelo estresse parecem promover
uma resposta de tolerancia e regulam a expressdo génica através de rotas
transducdo de sinais (XIONG et al.,, 2002). Para melhor compreender os
mecanismos moleculares que regulam a expressdo génica em resposta a
estresses abioticos, estudos tem sido focados na andlise de elementos cis e
trans em Arabidopsis e seu papel na mediacdo das respostas ao estresse
(YAMAGUCHI-SHINOZAKI & SHINOZAKI, 2006).

2.6 — Elementos de agéo cis

2.6.1 — Caracterizacao

Um dos mecanismos pelos quais 0s niveis de proteinas na célula sé&o
controlados é a regulacgéo transcricional. Certas regides no DNA, chamadas de
elementos regulatorios cis, séo locais de ligacdo para proteinas de acao trans
envolvidas na transcricdo, tanto para o0 posicionamento da maquinaria
transcricional basica, quanto para a regulacéo.

A maquinaria transcricional béasica consiste da RNA polimerase
(RNApol), que sintetiza vérios tipos de RNA, e promotores essenciais sao
usados para posicionar a RNApol. Outras regides proximas vao regular a
transcricdo: em procariotos, operadores estdo envolvidos; em eucariotos,
regides do promotor proximal, potencializadores (enhancers), silenciadores
(silencers) e isoladores (insulators) estdo presentes (Figura 9) (RIETHOVEN,
2010).

22



Core Promoter

A+

enhancer H{ silencer enhancer insulator

BREY | TATA | BRE

-32 +1 +34

Figura 9. Unidades regulatorias transcricionais. Visdo esquemética (a ndo esta em
escala) dos varios elementos nas unidades transcricionais em eucariotos superiores.
Exons s&o mostrados em caixas cinzas com linhas tracejadas. a, unidade transcricional
com um promotor principal grande (maior do que em procariotos) sobrepondo o
primeiro exon e elementos do promotor a montante (upstream). A alca do DNA (loop)
mostra que os potencializadores (enhancers) podem ser trazidos fisicamente para
perto do promotor principal ou aos UPE (upstream promoter elements — elementos do
promotor & montante). b, arquitetura detalhada do promotor constitutivo. Varios
elementos, muitos deles opcionais, sdo mostrados em escala. Elementos do promotor
sombreados sdo mais frequentes. Abreviacdes: TATA box (TATA), elemento iniciador
(Inr), elemento de reconhecimento do complexo iniciador (BRE, upstream ou
downstream), elemento de dez motivos (MTE), elemento constitutivo a jusante (DCE,
subunidades 1,2 e 3), elemento 1 do promotor constitutivo X (XCPE1) e o elemento
promotor downstream (DPE). Note que o promotor constitutivo pode ser focalizado ou
dispersado, aqui é mostrado por um sitio de iniciacdo transcricional (TSS -
Transcriptional Start Site) em negrito e outros TSSs menores, respectivamente. Fonte:
Riethoven, in: Computation Biology of Transcriptional Factor Binding, 2010.

Os sitios de ligacdo de fatores de transcricdo (ou “elementos cis”;
“motivos”) sdo elementos funcionais de DNA que influenciam temporal e
espacialmente a atividade transcricional. Multiplos elementos cis formam
modulos cis-regulatorios (MCRs), que integram sinais de multiplos FTs,
resultando no controle combinatorio e padrbes altamente especificos da
expressao génica (PRIEST et al., 2009).

Os elementos cis funcionam como interruptores moleculares em resposta
aos sinais de estresse do ambiente. Sao caracterizados como sequéncias
curtas de DNA, entre 4 a 12 pb, localizadas na regido promotora dos genes,
com as quais varios FTs interagem para formar um complexo de iniciacdo

transcricional no TATA box, logo acima aos sitios de iniciagdo da transcricdo
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(YAMAGUCHI-SHINOZAKI & SHINOZAKI, 2005). O complexo de iniciagédo
transcricional ativa, por sua vez, a RNA polimerase a iniciar a transcricdo de
genes responsivos ao estresse (Figura 10). Nesse processo varias interacdes
entre 0s elementos cis e fatores de transcricdo funcionam como reguladores
moleculares da transcricdo para determinar 0s eventos de iniciacdo da

transcricao.
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Figura 10. Esquemas das redes de regulacédo transcricional. O complexo de iniciacdo
transcricional é regulado por fatores de transcricdo que sdo ativados ou reprimidos por
estimulos ambientais e sinais de desenvolvimento. As caixas retangulares nomeadas
de A, B e C representam fatores de agéo cis e os circulos A, B e ¢ (vermelho, amarelo
e azul, respectivamente) representam os fatores de transcricdo. Ub representa
ubiquitina. Fonte: TRENDS in Plant Science, v.10, n.2, p.89, 2005.

Os sinais de estresses abidticos ativam os fatores de transcricdo pela
inducdo dos seus genes, ativacdo de proteinas (como fosforilagdo) e

degradacéo de proteinas (Figura 10). De acordo com Yamaguchi-Shinozaki &
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Shinozaki (2005), acredita-se que seja importante determinar elementos de
acao cis nos promotores de genes responsivos a estresses para entender como
funcionam esses interruptores moleculares de genes estresse induziveis. O
Quadro 1, conttm um resumo das ferramentas utilizadas para determinar
elementos cis, suas proteinas de ligacdo ao DNA e atividades de ativacdo

transcricional.

Quadro 1. Procedimentos experimentais para identificar elementos de acéo cis e suas
proteinas de ligagdo ao DNA, CGF/UFPel, 2011.

Sistemas de plantas para analise de elementos cis

e Plantas transgénicas.
e Expresséo transitoria usando micro projéteis.

e Expressao transitéria usando protoplastos.

Procedimentos experimentais para a determinacao de elementos cis
¢ Analise de delecao de regifes promotoras (experimento de perda de fungéo).
e Analise funcional de fragmentos dos promotores (experimento de ganho de
funcéo).
e Andlise de elementos cis usando mutacbes de ponto em fragmentos dos
promotores (substituicdo de base).

e Imunoprecipitacdo da cromatina.

Identificagdo e confirmacédo de proteinas de ligagdo ao DNA para elementos cis
e Ensaio de mobilidade em gel.
e Analise de marcas (footprint) de DNA.
e Interferéncia de metilagéao.
e Precipitagdo de DNA por afinidade (PDNA).

Isolamento de clones de cDNA das proteinas de ligacdo ao DNA para elementos cis
e Varredura de south-western blotting
e Varredura de leveduras hibridas.
e Selecao de candidatos baseado em dados gendmicos, como analise filogenética e

anéalise de microarranios.
Fonte: TRENDS in Plant Science, v.10, n.2, p.91, 2005.

2.6.2 — Elementos cis naregulacédo transcricional
As interacdes entre diferentes tipos de elementos cis funcionam em um

cross-talk entre os diferentes sinais. Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki (2005),

25



observaram interagbes entre DRE (Dehydration-responsive element) e ABRE
(ABA-responsive element) no promotor do gene rd29A; ambos 0s elementos cis
séao encontrados no promotor rd29A. Uma Unica copia de DRE é suficiente para
a expressdo do gene responsivo ao estresse. O promotor rd29A tem quatro
copias de sequéncias do tipo DRE e uma ABRE. Foi demonstrado que um dos
DRE funciona em ligacdo com o elemento ABRE (Narusaka, 2003) e constitui
um complexo de resposta ao ABA (acido abscisico), na expressdo do gene
induzido por ABA. Isso indica a existéncia de um cross-talk entre diferentes
rotas de sinalizacdo e elementos cis em promotores sensiveis a estresses.

Os fatores de transcricao sao reguladores mestres no controle de grupos
de genes. Um unico FT pode controlar a expressdo de muitos genes alvo
através de ligacdes especificas aos elementos de acdo cis, presentes nos
promotores desses genes alvo. Esse tipo de sistema de regulacéo transcricional
se chama regulon. Varios regulons tem sido identificados em Arabidopsis
thaliana. Como exemplo, os regulons DREB1 (Dehydration-responsive element
binding protein 1) / CBF (C-repeat binding factor) e DREB2 que funcionam na
expressdo de genes independentes de ABA. Enquanto que os regulons AREB
(ABA-responsive element binding protein) / ABF (ABRE binding factor)
funcionam na expressdo de genes dependentes de ABA (NAKASHIMA et al.,
2009) (Figura 11).

Estudos recentes mostram que os regulons DREB1 / CBF, DREBZ2,
AREB / ABF e NAC (resposta a desidratacao, alta salinidade e frio) tem papéis
importantes na resposta a estresses abioticos em Oryza sativa (Figura 11), o
grao preferido em estudos genéticos e moleculares em respostas a estresses,
devido ao seu valor comercial, genoma relativamente pequeno e relagédo intima

com outros cereais importantes.
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Figura 11. Principais redes de regulagdo transcricional de elementos cis e FTs
envolvidos na expressao de genes de resposta a estresses abidticos em Arabidopsis e
gramineas, como o arroz. FTs controlando a expressao de genes estresse induziveis
sdo mostrados nas elipses. Elementos cis envolvidos na transcricdo responsiva ao
estresse sdo mostrados nas caixas brancas. Proteinas quinases envolvidas na
fosforilagdo dos FTs estdo destacadas em lilds. As elipses pequenas e vermelhas
ilustram as modificacbes dos FTs, por exemplo, quando passa por um processo de
fosforilagdo, em resposta a sinais do estresse. Fonte: Plant Physiology, v.149, p.89,
2009.

Estudos moleculares e genéticos dao evidéncias de que a dicotiledbnea
Arabidopsis thaliana e a monocotiledénea Oryza sativa tem mecanismos de
regulacdo da expressao génica em comum. FTs exercem um papel importante
na regulacdo da expressado génica em resposta a estresses abidticos e a
maioria dos FTs sdo comuns entre as gramineas e Arabidopsis (Figura 11)
(NAKASHIMA et al., 2009).

2.7 — A Bioinformatica no estudo dos elementos cis

Com a recente disponibilidade de muitas sequéncias de alta qualidade e
de genomas de plantas completamente anotados, surgiram grandes bancos de
dados publicos de medidas de expressdo de transcritos e de facil acesso as
tecnologias de perfis de expressdo para laboratorios individuais. Com isso,
surge também a necessidade de estudos envolvendo os sitios de ligacdo dos
FTs e seu papel como componentes de uma grande rede transcricional
(PRIEST et al., 2009).

Trabalhos recentes em varias espécies eucarioticas tem sido focados em

uma abordagem de Biologia de Sistemas (Systems Biology), para elucidar as
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redes regulatorias e compreender seu contexto biolégico (LEVINE &
DAVIDSON, 2005). Essas associacdes podem ser utilizadas em combinacéo
com dados de expressao génica de experimentos de microarranjo e analise de
sequéncias de promotores de genes co-regulados, para inferir mecanismos
dessa regulacdo e para buscar elementos regulatérios cis que podem
coordenar essa resposta através da atividade de fatores de transcricdo (NERO
et al., 2009).

Enquanto as analises de dados obtidos em experimentos de
microarranjos podem determinar um grupo de genes que sao regulados sob
condicbes experimentais especificas, as mesmas ndo identificam os
componentes de acao cis ou trans envolvidos nessa regulacédo. De acordo com
Nero et al. (2009), no entanto, esse grupo de genes co-regulados pode ser
usado para identificar relacdes candidatas entre FT e sequéncias alvo usando
associacOes entre os FTs e seus alvos, baseado na correlacdo sobre os dados
do microarranjo e deteccao de possiveis elementos cis.

As supostas regides regulatorias upstream, de tamanho arbitrario, séo
utilizadas para identificar motivos candidatos de DNA. Multiplos motivos com
alta frequéncia em promotores de um grupo de genes co-expressos podem
representar 0 mesmo modulo cis regulatério (MCR), e, portanto, estar agindo
em um modo combinatério. Porém esse pressuposto — que genes co-
expressos sao transcricionalmente co-regulados — pode ndo ser sempre
verdadeiro. Ensaios de microarranjos medem o estado estavel dos niveis de
transcrito em uma amostra em particular, e ndo a atividade transcricional per se.
A maioria dos experimentos de perfil de transcritos baseados em ensaios de
microarranjos nao pode distinguir entre mudancas nos niveis de transcritos
causadas na regulagdo pos-transcricional (por exemplo, estabilidade do
transcrito) e na regulacao transcricional mediada por elementos cis (PRIEST et
al., 2009).

Um numero consideravel de algoritmos e ferramentas de bioinformatica
tem sido desenvolvidos para identificar potenciais elementos cis nas sequéncias
regulatorias de genes co-expressos (ROMBAUTS et al., 2003; WASSEMAN &
SANDELIN, 2004). O principio fundamental das abordagens computacionais &
de que genes co-regulados devem conter elementos cis similares nas suas

regibes regulatorias upstream a niveis estatisticamente significantes (PRIEST,
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2009). Independente dos detalhes algoritmicos exatos, em linhas gerais, as
abordagens computacionais para a identificacdo de possiveis elementos cis
estimam a probabilidade de ocorréncia de motivos curtos de DNA pela
comparacao do numero observado de ocorréncias de um motivo conservado
em um grupo de sequéncias com o0 numero esperado de ocorréncias, baseado
em amostras aleatérias ou em algum modelo estatistico de distribuicdo
(MICHAEL et al., 2008).

Walther et al. (2007) usaram o banco de dados AtGenExpress
(http://www.arabidopsis.org/info/expression/ATGenExpress.jsp), para testar a
hipotese de que genes diferencialmente expressos em resposta aos diversos
estimulos contém um namero maior de elementos cis distintos em suas regides
upstream do que 0s genes que respondem a relativamente poucos estimulos.
Combinando diferentes padrdes de expressao com analise de elementos cis em
promotores de Arabidopsis, encontraram uma correlacdo positiva entre 0s
genes que respondem a multiplos estimulos e a densidade de elementos cis
nas suas regides promotoras. Talvez, ndo surpreendentemente, genes preditos
com funcgbes na regulacdo transcricional, na resposta a estresses e em
processos de sinalizacado exibem melhor capacidade regulatéria, por terem uma
maior quantidade de sitios de ligacdo a FTs em seus promotores.

Essas anotacdes de elementos cis super-representados em grupos de
genes co-expressos oferecem novas e poderosas fontes para elucidar os
mecanismos de controle transcricional nas plantas e inferéncias sobre as

informagdes funcionais dos genes.

2.7.1 — Ferramentas da bioinformatica para descoberta de motivos
regulatérios em sequéncias promotoras de genes homodlogos e co-
regulados

Compreender 0s mecanismos complexos que regulam a expressao
génica € um dos maiores desafios da biologia molecular moderna. A transcricao
€ regulada pela interacdo de FTs com seus sitios de ligacdo correspondentes
(LEVINE & TIJAN, 2003), a maioria localizada proxima ao sitio de iniciacao
transcricional do gene (por exemplo, regido promotora proximal) ou distantes

(por exemplo, potencializadores e silenciadores). Entdo, na busca e descoberta
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de elementos cis, € desejavel que informagdes bioldgicas possam ser extraidas
de sequéncias nucleotidicas, por analise computacional.

Ha dois tipos de abordagens computacionais para a busca e descoberta
de elementos cis: uma delas consiste no uso de uma ferramenta de
reconhecimento de perfis ou assinaturas frente a um banco de dados com uma
colecdo de elementos cis previamente descobertos e anotados; a outra consiste
na submissdo de um conjunto de promotores de genes, previamente
selecionados como co-regulados ou tendo alguma caracteristica de interesse
em comum, a uma ferramenta de busca de motivos conservados ab initio.

Para buscas por elementos cis ja conhecidos e com fun¢des anotadas,
em plataformas online, o PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE) é
uma opcao interessante, pois consiste de um banco de dados de elementos
regulatérios de acéo cis, baseado em uma compilacdo de bancos de dados de
elementos cis de DNA de plantas superiores. E o mais atualizado e completo,
no momento contem ainda uma breve descricdo de cada motivo e literatura no
PubMed (HIGO et al., 1998). Contudo, o PLACE teve sua ultima atualizacdo em
2007, e com o avanco das tecnologias de seqlienciamento de novos genomas e
dos dados gerados pela bioinformatica, a busca por novos padrées se faz
necessaria e promissora.

Para a descoberta de novos elementos cis uma abordagem possivel é a
selecdo de grupos de genes que sejam co-regulados, e procurar por motivos
conservados que possam estar presentes nos seus promotores, 0S quais
podem representar sitios de ligagdo para os FTs em comum, que possam
regula-los (PAVESI et al., 2004). Alternativamente, um Unico gene pode ser
comparado com seus homdlogos em outras espécies (ou, as vezes, paralogos),
pela busca de conservagao de sequéncias nao codificantes que o flanqueiam
ou nos introns: regides preservadas pela evolugcdo parecem exercer algum
papel na regulacdo (PRAKASH & TOMPA, 2005).

Para este segundo tipo de analise de padrdes de sequéncias de DNA, a
suite de aplicativos MEME oferece um kit de ferramentas em uma interface
unificada (http://meme.sdsc.edu/meme4_5_O/intro.html), que permite realizar
quatro tipos de analises: descoberta de motivos, busca em banco de dados
motivo-motivo, busca em banco de dados sequéncia-motivo e atribuicdo de

funcdo (BAILEY et al.,, 2009). Os passos fundamentais dos processos
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utilizados, pelo MEME (e outros programas de busca de padrdes de
sequéncias) sdo: primeiramente, um grupo de oligonucleotideos, similares o
suficiente para serem reconhecidos pelo mesmo FT, € detectado nas
sequéncias submetidas. Estes sdo os motivos candidatos. Entdo, o grupo é
avaliado de um ponto de vista estatistico. Esta medida deve considerar o
tamanho do grupo e quéo conservado ele €, isso €, quantas vezes 0s oligos séo
encontrados nas sequéncias e quanto eles diferem um do outro; entdo, o0s
motivos mais significantes sdo mostrados, assim como 0s oligos, onde as
sequéncias foram encontradas, e cada uma é um candidato a sitio de ligacao
de fatores de transcri¢cao, para o mesmo FT (PAVESI et al., 2004).

Para o reconhecimento de motivos conservados, o MEMEM utiliza um
modelo matematico chamado modelo oculto de Markov (HMM — Hidden Markov
Model). Consiste em um grupo de estados e transicOes entre esses estados.
Cada estado emite um sinal com base em um conjunto de probabilidades de
emissdo e, em seguida, emite ao acaso transi¢cdes para outros estados, com
base em um conjunto de probabilidades de transmissdo. Essas duas
distribuicbes de probabilidade, quando combinadas com o estado inicial de

distribuicdo, caracterizam um HMM por completo (GRUNDY et al., 1997).

G as;

b2 b3

y1 y2 y3

Figura 12. Esquema de um HMM, onde: x1, x2 e x3 representam 0s estados ocultos;
ar, ax € a3 Sdo as probabilidades de transicéo; bl, b2 e b3 probabilidades de saida;
yl, y2 e y3 saidas observadas. Fonte: ACADEMIC (www.esacademic.com).
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Em linhas gerais, o objetivo de um modelo oculto de Markov é determinar
os parametros desconhecidos (ou ocultos, dai 0 nome) da cadeia, a partir dos
parametros observaveis (Figura 12). Os parametros extraidos podem ser
usados para realizar analises posteriores, por exemplo, em aplicacbes de
reconhecimento de padrfes. Modelos ocultos de Markov séo particularmente
aplicado ao padréao temporal de reconhecimento em bioinformatica.

A predicdo de elementos regulatorios em estudos in silico viabiliza e guia
futuros experimentos para a validacado de novos padrbes de ocorréncia destes,
e a partir das analises de sequéncias homologas, inferéncias sobre funcbes

genéticas e na regulacéo da transcricdo podem ser feitas de forma mais segura.
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3. OBJETIVOS

3.1 - Geral
Identificar padrbes de ocorréncia dos elementos cis em genes de Oryza
sativa e Arabidopsis thaliana, Zea mays e Glycine Max, relacionados ao

estresse do alagamento.

3.2 — Especificos

Definir grupos de genes que sejam co-regulados pelo estresse da anoxia,
com caracteristicas em comum, para obter possiveis padrdes de ocorréncia de
elementos cis.

Descrever padrbes de ocorréncia de elementos cis, previamente
descritos associados aos genes co-regulados.

Descrever novos padrdes de ocorréncia de elementos cis em grupos de

genes co-regulados e que tenham caracteristicas em comum.
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4. METODO SUGERIDO

A metodologia é exposta a seguir de forma a descrever 0s passos e as
ferramentas utilizadas nesse trabalho. Uma vez que ndo ha protocolos descritos

para tais procedimentos, cada etapa realizada foi detalhada.

4.1 — Busca na literatura por genes que respondem ao estresse do
alagamento
Foi realizada uma revisao bibliografica a fim de listar os genes que tem
conhecidamente sua expressao alterada, quando expostos ao estresse abidtico do
alagamento (hipoxia ou anoxia).
Os dados extraidos referem-se a analises de plantas de Arabidopsis thaliana
e Oryza sativa, em experimentos com microarranjos, sob o estresse da hipoxia ou
anoxia. Essas duas espécies foram escolhidas, pois representam espécies modelo
para estudos com gendmica comparativa.
Dentre os artigos revisados, destacam-se:
e Transcript Profiling of the Anoxic Rice Coleoptile. Kudahettige, R.L. et al.,
2007.
e Genome-Wide Analysis of the Effects of Sucrose on Gene Expression in
Arabidopsis Seedlings Under Anoxia. Loreti, E. et al., 2005.
e Global Transcription Profiling Reveals Comprehensive Insights into Hypoxic
Response in Arabidopsis. Liu, F. et al., 2005.
e A Variable Cluster of Ethylene Response Factor-Like Genes Regulates
Metabolic and Developmental Acclimation Responses to Submergence in
Rice. Fukao, T. et al., 2006.
e Expression Profile Analysis of the Low-Oxygen Response in Arabidopsis
Root Cultures. Klok, E.J. et al., 2002.

4.2 — Obtencéo das sequéncias dos genes anotados

Apbs a anotacdo dos genes de Arabidopsis thaliana e Oryza sativa, suas
sequéncias foram obtidas a partir do banco de dados Entrez Gene (Genes and
mapped phenotypes), que consiste em uma completa plataforma online, com a

compilacao de informacdes sobre sequéncias génicas.
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Esse processo se deu pela submissdo do simbolo do gene, como, por
exemplo, At2g31390 ou Os11g10480 (uma aquaporina em Arabidopsis thaliana e
uma alcool desidrogenase em Oryza sativa, respectivamente). O resultado do site
do banco de dados (Figura 13) é um conjunto de informac¢des sobre localizacdo do
gene no genoma da planta, descricdo, qual fita do DNA gendmico (molde ou
complementar) que codifica 0 gene encontra, sequéncia nucleotidica (com e sem
introns), sequéncia da proteina codificada, mRNA (RNA mensageiro), NP
(numeracdo de identificacdo da proteina), fonte, e dados bibliograficos, entre

outras.

:j NCBl Resources [¥] HowTo [¥) My NCBI Si

Entrez Gene Search: Gene ™ Limits Advanced search Help

Genes and mapped A2q31330 Search (MR

phenotypes g -

Display Settings: (v Full Report Sendto:
Table of contents

AT2G31390 pfkB-type carbohydrate kinase family protein [ Arabidopsis thaliana] Summary

Gene ID: 817697, updated on 18-Dec-2010 Genomic regions, franscripts, and product:
Genomic context

| Summary a2 Bibliography

Gene symbol AT2G31390 General gene info
Gene description pfkB-type carbohydrate kinase family protein General protein info

Primary source TAIR:AT2G31390
Locustag AT2G31390
Gene type protein coding
RefSeq status REVIEWED
Organism  Arabidopsis thaliana (ecotype: Columbia)
Lineage Eukaryota: Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta;

Reference sequences
Related sequences
Additional links

eudicotyledons; core eudicotyledons; rosids; malvids; Brassicales; Brassicaceae; Arabidopsis L_mks
Also knownas T28P16.12; T28P16_12 BioSystems
Conserved Domains
+ Genomic regions, transcripts, and products ®[|7 EST
. GEO Profiles

Go to reference sequence details
Genome

Genomic Sequence NC_003071 |+ HomaoloGene

Gotonucleotide Graphics FASTA GenBank V3P Viewer

Figura 13. Resultado de uma busca no banco de dados Entrez Gene, por sequéncia
gendmica de At2g31390. Fonte: Entrez Gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/817697).

Os dados anotados para cada gene submetido foram: sua localizagéo
(coordenadas de onde o gene inicia e termina); a fita em que se encontra; sua

sequéncia; e o seu NP (Figura 14).
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pfkB-type carbohydrate kinase family protein; FUNCTIONS IMN: kinase activity, ribokinase activity, INWVOLVED IM:
D-ribose metabolic process, acetate fermentation, sucrose biosynthetic process, sucrose catabolic process, using
beta-fructofuranosidase; LOCATED IN: plasma membrane; EXPRESSED IN: 27 plant structures; EXPRESSED
DURIMNG: 15 growth stages; CONTAINS InterPro DOMAIN/s: Carbohydrate/purine kinase (InterPro:lPRO11611),
Ribokinase (InterPro:IPRO0Z2139), Carbohydrate/puine kinase, PfkB, conserved site (InterPro:lPRO02173), BEST
Arabidopsis thaliana protein match is: pfkB-type carbohydrate kinase family protein (TAIR:AT1G06030.1); Has 11369
Blast hits to 11367 proteins in 1293 species: Archae - 210; Bacteria - Y387, Metazoa - 113; Fungi - 85; Flants - 2563,
Viruses - 0; Other Eukaryotes - 3321 (source: MCBI BLink).
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+| NCBI Reference Sequences (RefSeq)

Genome Annotation
ne following sections contain reference sequences that belong to a specific genome build. Explain

mRNA and Protein(s)

1. HNM 128696.3 MNP 180697.1 pfkB-type carbohydrate Kinase family protein [Arabidopsis thaliana]
UniProtkB/Swiss-Prot | Q9SID0
Conserved Domains (1) summary

Figura 14. Continuagdo do resultado da busca por informacgdes sobre o gene At2g31390.
NP: nuimero de acesso a banco de dados de proteinas. Fonte: Entrez Gene
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/817697).

A anotacdo do NP de um gene é importante quando se trabalha com
homologia, pois essa nomenclatura dirige a um banco de proteinas primario
(UniProtKB), onde seus dados séo revisados e, por isso, possui maior acuracidade

e confiabilidade.

4.2.1 — Obtencdo das sequéncias de aminoacidos

Uma vez que se deseja trabalhar com homologia, € necessario obter dados
das sequéncias protéicas codificadas pelos genes de interesse. Para tanto, o NP
de cada gene (anotado juntamente com a sequéncia nucleotidica e outras
informacgdes citadas no item acima) foi submetido na plataforma online do ExPASy

— Swiss-Prot (http://ca.expasy.org/sprot/), na base de dados da Uniprot (Figura 15).
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Figura 15. Visdo parcial da plataforma ExPASy. Submissdo do NP_180697 (obtido na
pagina do banco de sequéncias nucleotidicas Entrez Gene), referente ao gene At2g31390,
na base de dados UniProtKB. Fonte: ExXPASy Proteomics Server (http://expasy.org/).

7

Esta busca é encaminhada para o site da UniProtKB, onde todas as
informacdes disponiveis (e revisadas) sobre esta proteina estdo agrupadas (Figura
16). Dados como o nome da proteina, sequéncia de aminoacidos, numero de
acesso, organismo, tamanho da proteina, taxonomia, referéncias etc., estdo

disponiveis.
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Protein Knowledgebase (UniProtkB) | |NP_180697 Advanced Search »

1 result for NP_180697 in UniProtKB
2 = Reduce sequence redundancy to 100%, 90% or 50% |

Results
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O asgsipo SCRK1_ARATH - Probable fructokinase-1 At2g31390 T28P16.12 Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress)

© 2002-2011 UniProt Consortium | License & Disclaimer | Contact

o E

EMBL-EBI i .

Figura 16. Viséo parcial da base de dados de proteinas UniProtkKB. Resultado da busca do
NP_180697, que oferece um link (campo: Acession), para a obtencdo das informacdes
disponiveis sobre a proteina obtida. Fonte: UniProtkB
(http://www.uniprot.org/uniprot/?query=NP_180697).

Para este trabalho foram anotados: nome da proteina, sequéncia de

aminoacidos e o nimero de acesso.

4.2.2 — Classificagdo das familias protéicas

As sequéncias protéicas foram submetidas, ao banco de dados online de
familias de proteinas, o Pfam - Sanger Institute (http://pfam.sanger.ac.uk/). O
resultado s&o informagBes sobre a familia da proteina, descricdo, localizagéo,
funcao, entre outras (Figura 17), as quais permitem agrupar os genes estudados de
acordo com caracteristicas mais refinadas, além do fato de todos terem algum tipo

de alteracdo na expressédo quando expostos ao alagamento.
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Description: Protein kinase domain
Coordinates: 66 - 324 (alignment region 66 - 324)
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show or hide all alignments.

Pkinase Protein kinase domain Domain CLO016 324 66 324 1 260 245.5 3.9e-73 211,190,190,190

efhand EF hand Domain CLO220 371 399 373 398 3 28 27.9 6.3e-07 .ﬂhn.
efhand EF hand Domain CLO220 443 470 444 468 2 26 28.8 3.3e-07
efhand EF hand Domain CLO220 482 510 483 509 2 28 30.0 1.4e-07

Figura 17. Viséo parcial do resultado apresentado, apos a submissédo da sequéncia de
aminoacidos da proteina codificada pelo gene At2g31390. Fonte: Pfam
(http://pfam.sanger.ac.uk/search/sequence).

A classificacdo das familias se fez necessaria, uma vez que desejou-se
trabalhar com grupos de genes que tem caracteristicas em comum, ao serem co-
regulados, como sob o estresse por alagamento. Andlises detalhadas dos genes
permitiram uma maior seguranca nas escolhas das sequéncias mais apropriadas
ao objetivo do trabalho, diminuindo o risco de eliminar informac¢des importantes.

Optou-se por trabalhar com todos os genes, pois todas as familias de
proteinas encontradas sdo de grande importancia para a tolerancia ao estresse
abibtico em questéo.

4.3 — Obtencado dos homadlogos dos genes anotados

Uma vez que os genes de Arabidopsis thaliana tiveram todas as anotacdes
feitas (acima citadas), foi realizada a busca por genes homologos a estes em Oryza
sativa. Ou seja, para cada gene de Arabidopsis, obteve-se (quando possivel) seu
homologo em arroz. Este passo teve o objetivo de aumentar a probabilidade de
encontrar um padrédo de elemento cis quando as sequéncias foram alinhadas, dado
gue busca-se trabalhar com genes mais proximos.

Passos realizados na obtencdo dos homologos:

e Copiou-se a sequéncia protéica de um gene de Arabidopsis thaliana
(previamente anotada) e realizou-se um alinhamento local, utilizando a

ferramenta BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool — protein)
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(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&BLAST_PROGRAMS=bl
astp&PAGE_TYPE=BlastSearch& SHOW_DEFAULTS=0n&LINK_LOC=blasthome);
e No BLASTp, selecionou-se “Oryza sativa’ no campo “Organism” (Figura 18);
e No resultado apresentado pelo BLAST, foi selecionado o melhor hit o que
direcionou para seu “ref”, que se trata de um link que leva a pagina do NCBI-
Protein onde o NP da proteina foi copiado;
e Este Accession NP foi colado no site do EXPASy — UniProtKB,;
e |Isto levou ao Accession (do UniProt). A partir deste link, obteve-se a

sequéncia protéica e génica de Arabidopsis (homologa a proteina de arroz).

<, BLAST
"~ Home RecentResults Saved Strategies Help

blagstn | blastp | blastx | tblastn | tbhlastx |

Enter Query Sequence

BLASTP programs search protein databases using a protein query. more...

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &)
MEECVSSPLEGS PFCKRIVRRRHSSNSRTSSVPREFDSSTHLSRRLIFQPDSRVLIEDICDE A

THLEYDLCEELEREEFEVT a From
HECTEISTRERFACKRISKEKLRTEIDVEDVRREVE IMRCLEKHENIVSFRERAFEDEDAVY |

LVMEICEGGELFDRIVSRG To
HYTERARASVARTILEVVEYCHEHCVIHRDLEPENFLFSHCTETAQLEATIDFELEIFFKDA

QRFNEIVESDYYMADEVLE [s]

Or, upload file Selecionar arguivo_ ] 1+

Job Title
Enter a descriptive title for your BLAST search @

(1 Align two or more sequences @

Choose Search Set

Database Mon-redundant protein sequences (nr) [V] 2]

Organism - -

Optional Oryza sativa (taxid:4530) [ Exclude .+
Enter organism common name, binomial, or taxid. Only 20 top taxa will be shown. &

Exclude (I Madels (%MXP) ] Uncultured/environmental sample sequences

Optional

Entrez Query

Optional

Enter an Entrez query to limit search &

Figura 18. Ferramenta BLASTp, onde foram realizadas as buscas de homodlogos. Fonte:
BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=Dblastp&BLAST_PROGRAMS=blastp&P
AGE_TYPE=BlastSearch&SHOW _DEFAULTS=0n&LINK LOC=blasthome)

Este procedimento foi realizado para cada gene de Arabidopsis. O contrario
também ocorreu, onde, para cada gene anotado de arroz, seu homélogo foi

buscado em Arabidopsis.
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A Tabela 1 mostra a classificacdo dos genes de arroz baseada na identidade
de sequéncias determinada computacionalmente, a partir de um gene conhecido
(homologia), proteina ou alguma sequéncia consenso (como dominio funcional de
uma proteina (McCOUCH, 2008).

Tabela 1. Regras para a classificacdo de sequéncias génicas, como sugerido pelo CGSNL
(Committee em Gene Symbolization Nomenclature and Linkage, Rice Genetcs
Cooperative), Rice, 2008, McCOUCH.

Categorias Classificacao Protocolo padrédo Descricao
: Idéntica a proteina do arroz : Recebe o0 nome
Categoria | . : Identidade > = 98% : -
com fungéo conhecida igual ao original
Identidade > = 50%, _
] R . ) . “putativo + nome
Categoriall ~ Similar & proteina conhecida de uma proteina o
) original do gene”
conhecida
: Proteina com dominio no Contém dominio “InterPro + nome do
Categoria lll . 5
InterPro InterPro dominio da proteina”
o Identidade > = 50%, i o
. Proteina hipotética . “proteina hipotética
Categoria IV de uma proteina
conservada o conservada”
hipotética

Se nédo esta em
Categoria V. Proteina hipotética nehuma das “proteina hipotética”

categorias

4.3.1 — Busca por homologos em outras espécies

A busca de homologos em outras espécies em estudo (milho e soja) se deu
da mesma forma, como acima exemplificado. Assim, para cada gene de
Arabidopsis thaliana anotado, seu homadlogo foi buscado em Zea mays e Glycine
max, quando possivel. O mesmo foi feito para cada gene de Oryza sativa.

Para os resultados obtidos, somente foram consideradas homodlogas as
sequéncias que apresentaram similaridade igual ou maior que 65% (ROST, 1999).
O e-value, que é o valor (score) que indica a probabilidade do alinhamento feito
entre duas sequéncias ser fruto do acaso, foi observado para todos os resultados,
pois proporciona uma estimativa dos numero de falsos positivos esperados. Quanto
menor este valor, maior a probabilidades dos genes serem homélogos e estarem

relacionados. Um e-value <10 é um valor moderado e significa que os genes
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podem estar relacionados. E importante observar que, quanto maior o banco de

dados utilizado na busca, maior é o e-value calculado pelo BLAST.

4.4 — Perfil digital de microarranjo dos genes - GeneVestigator

Foram realizadas anélises de perfis digitais de experimentos de
microarranjos dos genes, com a finalidade de corroborar as anotacgfes feitas, a
partir da revisdo bibliografica, e confirmar por meio de ferramentas da
bioinforméatica, o fato de que esses genes respondem ao estresse da hipoxia e
anoxia.

Desta forma, a ferramenta Genevestigator foi utilizada, pois consiste de um
banco de alta qualidade para dados de expressao génica em gue por mais de sete
anos um grupo de curadores tem coletado dados de milhares de experimentos de
microarranjo, controlado sua qualidade, normalizado resultados e anotado cada
amostra. E, em paralelo, desenvolveram um sistema sofisticado que simula
eficientemente grandes volumes de dados de microarranjo (HRUZ et al., 2008).

Assim, os 64 genes primeiramente anotados para Arabidopsis thaliana e 55
genes de Oryza sativa, estes Uultimos selecionados aleatoriamente, foram
submetidos ao programa. Além disso, trés genes de Ubiquitina foram adicionados a
andlise, pois se tratam de genes constitutivos da planta e, portanto, ndo tem a
expressao alterada durante seu desenvolvimento ou quando esta é submetida a

um estresse.

4.5 — Obtencéo das regidées promotoras

De cada gene, uma regidao de 1,0 Kb (mil pares de bases) upstream foi
utilizada para as analises. Acredita-se, com base na referéncia, que neste tamanho
de sequéncia a probabilidade de encontrar resultados para os padrbes de
ocorréncia de elementos cis seja maior.

Estas sequéncias (promotor de 1,0 Kb + gene) foram obtidas utilizando-se a
ferramenta de alinhamento local BLAST. Cada sequéncia consistiu, portanto, do
seu promotor (interesse do trabalho) e da regido génica (para que se tenha a
certeza de que estamos trabalhando com o promotor correto).

Ainda, para eliminar qualquer possibilidade de erro na obtencdo das
sequéncias, os alinhamentos locais foram realizados nos bancos de dados

especificos e primarios (Figura 19) para cada espécie.
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- Arabidopsis thaliana: TAIR (The Arabidopsis Information Resource -
www.arabidopsis.org/).

- Oryza sativa (arroz): RGAP (Rice Genome Anotation Project -
http://rice.plantbiology.msu.edu/)

- Zea mays (milho): MaizeGDB (Maize Genetics and Genomic Database -
http://maizegdb.org/).

> Glycine max (soja): Phytozome (http://www.phytozome.net/cgi-

bin/gbrowse/soybean/).

»
Frair o e s e

5 e Toos Portats Downioee | Sobmmt bews ABRC Bocas

The Arabidopsis Intormation Resouice

RGAR 6.1 Summary Introduction te the Rice Ganome Annotation

m..Q,E.M,,, Sencrics Databe il tiges ] | ocs | et caca | Beowse G1Ea | 100k | login £ 1egste St phytozome4

a4 daks

IRFORMATION Maw and noteworthy] Are you planeing to assemble and/or annatate
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| MazeCoB Tuteral | corinunty
Conttnte st

Figura 19. Pagina inicial dos bancos de dados primarios de cada espécie em estudo.
Fontes: TAIR, RGAP, MaizeGDB, Phytozome.

Portanto, o procedimento seguiu da seguinte forma:

e A sequéncia nucleotidica de cada gene foi submetida a uma busca por
similaridade utilizando o BLASTx do banco de dados (TAIR para Arabidopsis
thaliana e RGAP para Oryza sativa);

¢ No resultado, as coordenadas da localizacdo do gene foram alteradas em
1,0 Kb, para se obter a regido promotora. Neste passo, desejou-se obter a
sequéncia génica completa e sua regido promotora;

e A fita onde se encontrava o gene foi observada: se fosse na fita PLUS

(molde), que estava no sentido 5’ - 3’, bastou voltar para tras 1.000 pares
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de bases para obter-se o inicio da seugéncia desejada; se fosse a fita
MINUS (complementar), que estava no sentido 3' - 5’, aumentou-se 1.000

pares de bases, pois o promotor encontrava-se adiante (Figura 20).

Sequéncia PLUS/PLUS

1,0Kb gene

X

===

gene

Sequéncia PLUS/MINUS

Figura 20. Esquema (sem escala) da localizacdo dos promotores (em verde) nas diferentes
fitas do DNA, de acordo com o resultado do BLAST, CGF/UFPel, 2011.

Uma vez que todas as sequéncias (gene + promotor) foram armazenadas,
foi necessario fazer o corte da regido promotora, foco das analises sobre os

elementos cis.

4.5.1 — Cortes das regides promotoras
Um script foi desenvolvidos, em linguagem Python, pelo estagiario da
Empresa Nacional de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa Soja, Paulo Silla (Anexo
1).
Nesta etapa, no caso das sequéncias anotadas como MINUS na etapa anterior,
foi necessario obter o reverso complementar da sequéncia promotora para que
todos os promotores alinhassem corretamente na analise de padrbes
conservados (item 4.6.2). Um esquema deste procedimento é mostrado na
Figura 21.
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Figura 21. Esquema (sem escala) dos procedimentos para a obtencdo dos promotores.
Onde, A indica o corte das regides promotoras e B a inversédo da direcdo dos promotores
obtidos a partir das sequéncias reverse, CGF/UFPel, 2011.

4.6 — Busca por padrdes de elementos cis

Foram utilizadas duas abordagens no estudo dos elementos cis: uma
consistiu na submissdo de uma sequéncia promotora ao PLACE, o qual retornou
quais elementos cis conhecidos e anotados existem naquela regido. Outra consistiu
da submisséo de um grupo de sequéncias de promotores ao MEME para identificar
0s motivos conservados. Neste trabalho foram feitas essas duas analises, de
modo que a corroboracdo dos dados pudesse dar mais consisténcia e

singularidade aos resultados obtidos.

4.6.1 — Utilizacdo do banco de dados PLACE para elementos cis

Para a obtencéo das informagfes sobre elementos cis ja relatados e com
algum tipo de informacgao anotada, foi utilizada a plataforma de busca do banco de
dados sobre os elementos regulatérios de acédo cis — PLACE — para plantas
vasculares (HIGO et al., 1998).

Para tanto, bastou submeter a sequéncia de DNA promotora e o resultado
foi 0 nimero de ocorréncias e quais elementos se encontravam em cada promotor
(Figura 22).
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PLACE
A Database of Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements
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T G GTTTTAAAACTARAAGCARRCGEATCARGATAGAGRARGCCACGATCARAGCARAACCAT |»
BAGCARRCAR
Keyword Search by ACACCARACCACT, GRATACCGCACRACRACTTCTITCTATCACATGRRTCTCCTITT
SRS AACRARTRAR
FAQs ATAATAATARAGTAAGGATT
-
Release note,
History, ]
Access logs or Upload Query File:<FASTA Format=

andUpdates...

Selecionar arquivo_

NOTE: Length of each sequence must be less than 4,356. Otherwise, you will get empty result.

Enter your e-mail address to get your RequestlD. (RequestlD is needed for obtaining a result.) <Search your
results from RequestiD>

Figura 22. Interface da plataforma PLACE, para o banco de dados sobre elementos cis.
Fonte: PLACE.

O banco de dados do PLACE é o mais completo para elementos cis em
plantas vasculares, porém sua Uultima atualizacdo foi realizada em fevereiro de
2007. Com o montante de informacdes geradas pelos projetos de sequenciamento
em estudos da Biologia Molecular e Bioinformatica, acredita-se que este banco de
dados esteja defasado. Também por esse motivo, se fez necesséaria a busca por
novos padroes de ocorréncia de sequéncias curtas, que podem vir a ser

reconhecidas como elementos regulatorios de acao cis.

4.6.1.1 — Andlise dos resultados do PLACE - valor Z

O resultado obtido a partir da busca no banco de dados do PLACE consistiu
em uma lista de elementos cis preditos para cada promotor submetido a esta
analise. Em trabalhos com sequéncias nucleotidicas muito pequenas (média de 7
pb), estas podem ocorrer de forma aleatéria, ou se elas consistem, realmente,
alguma importancia biolégica. Portanto, uma solucéo foi o célculo do valor Z (ou Z
score), para cada elemento cis encontrado. Um programa estatistico foi
desenvolvido para calcular o valor Z de cada elemento cis, partindo do pressuposto
(Figura 23):
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ocorréncia total dos elementos
cis nos genes
(observado)

ocorréncia média dos elementos
cis no genoma

Z score =

desvio padrdo no genoma

Figura 23. Equacao para o calculo do valor Z, utilizado em cada elemento cis encontrado
no banco de dados do PLACE, CGF/UFPel, 2011.

Dessa forma, as probabilidades de ocorréncia de todos os elementos cis do
banco de dados do PLACE foram calculadas, sobre os promotores de todos os
genes preditos, no genoma do arroz e de Arabidopsis. Com isso, obteve-se um
padrdo estatistico de cada elemento cis para os promotores desses dois genomas
e 0 desvio padréo do genoma.

Os promotores foram submetidos individualmente no PLACE e as
informacdes sobre os elementos regulatorios para cada sequéncia foram anotadas
em planilha Excel. Apds, todos os elementos cis terem sido anotados, 0s mesmos
foram submetidos ao programa estatistico para o calculo do valor Z. Este valor
indica a probabilidade do resultado encontrado ser ao acaso. Alguns autores
indicam utilizar-se um corte de 0,05 (ou 5%), para eliminar os falso-positivos. Os
elementos com valor Z iguais ou maiores que 0,05 foram descartados, pois isto
significa que a probabilidade de terem ocorrido ao acaso € igual ou maior que 5%,
gue consiste em dados nao significativos, estatisticamente. Nemhauser et al.
(2004), utilizou a mesma estratégia para analisar de elementos cis em Arabidopsis,

para promotores de genes relacionados com brassinosteroides e auxina.

4.6.2 — Utilizagdo do MEME, uma ferramenta de alinhamento local

Uma analise mais precisa das rotas metabodlicas de cada proteina foi
realizada com a ajuda do KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes —
http://www.genome.jp/kegg/pathway.html), que é uma fonte de dados, a qual
consiste de 16 principais bancos de dados amplamente categorizados em
informacdes de sistemas bioldgicos, informag¢des gendmicas e bioquimicas. Essa
ferramenta tem sido muito usada como base de conhecimento para interpretacdes
biologicas em dados de larga escala, gerados pelo sequenciamento de genomas e

outras tecnologias experimentais de alto rendimento (KANEHISA et al., 2010).

47



A partir destas analises de familias de proteinas e suas rotas, cinco grandes
grupos de genes foram formados. Séo eles:

e Glicolise/Gliconeogénese e Fermentacao;
e Heat shock proteins (HSPs);

e  Citocromo P450;

e Cadeia respiratoria (fosforilacdo oxidativa);
e OQutros.

Em cada espécie, portanto, cada gene foi analisado, classificado em uma
familia protéica (Pfam), agrupado em uma das categorias acima e cada grupo foi
submetido no MEME.

A suite MEME consiste em um software com um kit de ferramentas em uma
interface unificada. O algoritmo MEME tem sido muito utilizado para a descoberta
de motivos de DNA (BAILEY, 1994). Baseia-se no Modelo Oculto de Markov —
HMM (Hidden Markov Model), que consiste em um quadro matematico que modela
uma seérie de observacdes baseado em uma hipotese do processo, porém oculto
(Figura 12).

Foram submetidos ao MEME as regifes promotoras dos genes (para este

trabalho) que séo co-regulados (Figura 24).
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For further information on how to interpret these results or to get a copy of the MEME software please access http://meme.nbcr.net.
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Figura 24. Resultado (vista parcial) do alinhamento de sequéncias promotoras de Zea
mays (grupo Fermentacéo) com 0s hits. Fonte: MEME

(http://meme.sdsc.edu/meme4_5_0/intro.html).

O resultado gerado pelo MEME (Figura 24), ap0s a submissao de um grupo
de promotores sao informacdes sobre os varios motivos encontrados, como
tamanho, e-value (probabilidade do resultado ser ao acaso), niumero de sitios
encontrados, localizacdo e numero de vezes que cada motivo foi observado.

O input (o que se deseja submeter para andlise) do MEME permite arquivos
com tamanho maximo de 50 Kb (ou seja, 50.000 pares de bases).

Todos os resultados permaneceram disponiveis para acesso, no link
enviado por e-mail, por um periodo de 30 dias, aproximadamente. Os dados de

todos os resultados foram salvos em arquivos de textos.

4.6.2.1 — Andlise dos resultados do MEME
Os arquivos foram analisados separadamente e o0s motivos foram
classificados de acordo com:
e Frequéncia;
e Tandem (repeticdes em série do motivo);
e Padrdes (blocos, duplicados, intercalados).

e Localizagdo no promotor (proximal, medial, distal);
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ApoOs analises individuais, os dados foram corroborados para a identificacédo
de possiveis padrdes intra e interespecificos de ocorréncia de sequéncias
regulatorias em genes co-regulados, sob anoxia e hipoxia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Resultados da busca em literatura por genes responsivos ao
alagamento, nas espécies Arabidopsis thaliana e Oryza sativa

Para as buscas realizadas pela analise de artigos que relatam estudos
principalmente com experimentos de microarranjos, da regulacdo génica dos
genes de Arabidopsis thaliana e Oryza sativa, quando submetidos ao estresse
da hipoxia e anoxia, os resultados foram numerosos. A bibliografia para o
estudo do efeito desse estresse abidtico sobre as plantas, e a investigacao de
quais os mecanismos (fisiologicos, estruturais, genéticos, bioquimicos e
moleculares) que a planta faz uso para tolerar a adversidade imposta pelo
ambiente (LORETI et al., 2005), é crescente e cada vez mais aprofundada.

Foram anotados, portanto, 64 genes de Arabidopsis thaliana que, de
alguma forma, tem sua regulacdo alterada quando expostos ao alagamento e
129 genes para Oryza sativa. O dobro de genes encontrados em arroz, em
relacdo a Arabidopsis, ndo se deu propositalmente, mas, de uma forma
coerente, era esperado que mais genes fossem indutiveis pelo estresse nesta
planta, que é representante de tolerancia ao alagamento e que néo tem seu
desenvolvimento prejudicado neste tipo de ambiente andxico (KUDAHETTIGE
et al., 2007; JACKSON, 1985).

5.2 — Resultados da busca das sequéncias nucleotidicas dos genes
anotados

Durante a busca pelas sequéncias nucleotidicas dos genes anotados,
algumas sequéncias ndo puderam ser obtidas. O acesso pode ser privado
devido a falhas de anotacéo, ou a sequéncia pode ter sido removida do banco,
ou, ainda, a qualidade da sequéncia pode ndo ser muito boa, devido a
problemas na qualidade do sequenciamento e anotagéo.

No entanto, este tipo de ocorréncia foi pouco freqlente neste trabalho e,
de posse de um grande numero de genes anotados, 0s que ndo puderam ser
acessados foram descartados para os proximos passos de analises, com a
certeza de que a quantidade de dados que ndo teriamos acesso, ndo afetaria o

resultado deste estudo. De um total de 64 genes anotados para Arabidopsis
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thaliana, somente um nao foi possivel obter sua sequéncia nucleotidica. Em
Oryza sativa trés genes nao tiveram suas informacdes anotadas, de um total de
129. Todas as sequéncias foram anotadas no formato fasta, que consiste em
arquivos de texto simples, em uma linguagem utilizada pela maioria dos
programas e ferramentas de alinhamentos, analises e buscas de sequéncias e

informacdes, na bioinformatica (COHEN, 2004).

5.3 — Obtencéo das sequéncias de aminoacidos

A busca das sequéncias protéicas de cada gene trouxe informacdes
importantes, como o nome da proteina, sua funcao, local de atuagéo, em quais
processos bioquimicos participa, organismos onde se encontra, tamanho da
proteina etc.. Essas informacfes podem auxiliar na predicdo e deducdo dos
mecanismos utilizados pela planta para tolerar um estresse abiotico, por
exemplo. Além disso, a posse de uma sequéncia de aminodcidos (codificada
por um determinado gene) permite fazer buscas por homologias em outras
espécies.

Assim, todos os genes em estudo tiveram suas sequéncias de
aminoacidos obtidas e, além disso, alguma informacédo sobre a funcdo da
proteina codificada foi anotada (quando disponivel), no banco de dados
UniProtKB.

5.3.1 — Classificacdo das familias protéicas e agrupamentos entre funcdes
relacionadas

Para o estudo de padrbes de ocorréncia de elementos cis, é desejavel
que genes co-regulados que sdo submetidos a uma analise tenham
caracteristicas em comum. A partir da classificacdo das familias protéicas na
plataforma online do Pfam, alguns agrupamentos puderam ser feitos, visando
obter resultados mais coerentes e consistentes.

A separacdo dos genes em cinco grupos (Figura 25) foi realizada com
base nas informacdes retiradas da classificacdo de suas proteinas, a partir dos
bancos de dados Pfam e do KEGG PATAHWAY.
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H Glicdlise/Gliconeogénese e
Fermentagao

M Citocromo P450
HSPs

M Cadeia respiratoria

m Outros

Figura 25. Grupos de genes gerados pela caracterizacdo das familias protéicas mais
frequentes. Onde: HSPs sdo as heat shock proteins; e outros sdo proteinas de
sinalizacédo, transporte e algumas com func¢édo desconhecida, CGF/UFPel, 2011.

A partir do nome da proteina e de sua funcdo, banco de dados sobre
rotas metabolicas, KEGG, foi acessado, para a visualizacdo de cada proteina
em seu local de atuagdo. Dessa maneira, essa ferramenta nos possibilitou
situar cada uma delas, quando possivel, e caracteriza-la dentro de um grupo de
estudos (Figura 25), para posteriores analises.

Os critérios de classificagao foram:

e Para (licolise/gliconeogénese e fermentacdo: proteinas que tinham
funcdes associadas a degradacdo de carboidratos e quinases, bem
como ligadas a fermentacdo, como alcool desidrogenases, e outras que
se localizavam nas rotas que se dirigiam para esse processo;

e Para citocromo P450: proteinas P450;

e Para HSPs: proteinas heat shock (de choque térmico);

e Para cadeia respiratéria: proteinas envolvidas no transporte de oxigénio,
carreadoras da membrana da mitocondria e relacionadas a formagéo e
controle de espécies reativas de O;

e Para outros: algumas proteinas transportadoras e outras de ligacdo. A
maioria, porém, sem classificacdo quanto a sua funcao.

Levando-se em consideracdo a funcdo exata de cada proteina, seria
possivel trabalhar com grupos menores e mais especificos de genes, porém

nossa busca por padrbes de elementos cis com genes que ja sdo ditos, por
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bibliografia, como co-regulados e o0 agrupamento dos mesmos em cinco
grandes grupos, nos permite fazer uma abordagem global, porém refinada, no
sentido de direcionar, ao menos, um grupo alvo, para posteriores analises com
experimentos de validacdo de provaveis elementos cis, em promotores de

genes que respondem a anoxia.

5.4 — Busca por homélogos

A homologia entre os genes, em espécies diferentes, traz referéncias aos
mecanismos evolutivos e genéticos da planta. Portanto, no estudo de padrdes
entre sequéncias, a obtencdo de homdlogos se torna interessante, pois nos
permite fazer inferéncias e extrapolagdes entre as espécies de interesse. Esta
busca foi realizada através da ferramenta BLASTp para alinhamento de
sequéncias de aminoacidos, e duas sequéncias foram consideradas homologas
quando sua similaridade foi maior ou igual a 65%, bem como valores e-value
aceitaveis, na deteccdo de homologia, de acordo com Rost (1999) e McCouch
(2008).

5.4.1 — Resultado da busca de homdlogos para Arabidopsis thaliana
Durante a busca por homdlogos algumas sequéncias nao foram

anotadas, devido a baixa similaridade. Observou-se um namero consideravel de

duplicacbes entre os genomas, onde, para alguns genes diferentes em

Arabidopsis, 0 mesmo homalogo foi observado em arroz (Tabela 2).
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Tabela 2. Duplicacbes observadas entre os genomas de Arabidopsis thaliana e Oryza
sativa, CGF/UFPel, 2011.

Genes de Arabidopsis thaliana Homdlogo em Oryza sativa
At2g36580
Atl1g77120 0s01g0360200
At3g23030
At4g25090
At5g47910 0s06g0194900
At3g27570
At2g33380
At1g12240 0s01g0955100
At3g43190
At5g20830 0s02g0579600
At5g07390 0s03g0226200
At5g20830
At1g35580
At2g16060 0s09g0434500

O mesmo aconteceu para os homologos de soja e milho, em relacdo ao
genoma de Arabidopsis (Tabelas 3 e 4, respectivamente).

Tabela 3. Duplicacdes observadas entre os genomas de Arabidopsis thaliana e Glycine
max, CGF/UFPel, 2011.

Genes de Arabidopsis thaliana Homoélogo em Glycine max
At4g25090 Glymal3g17420.1
At5g47910
At3g27570
At2g36580 Glyma06g17030.1
At3g23030
At5g07390 Glymal1g12980.1
At5g20830
At2g34390 Glymal6g01630.1
At2g19590

Spannagl et al. (2010), em estudo entre os genomas de Arabidopsis e
culturas de importancia agrondémica, principalmente, também observou uma
quantidade consideravel de duplicacbes no genoma de Arabidopsis thaliana,
onde, notavelmente, a maioria dos casos esse desequilibrio é causado por
expansfes especificas em Arabidopsis. Duplicacbes em tandem (repetitivas)
nessa espeécie contribuem de forma desproporcional para aumentos nos

nameros de copias observadas.
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Tabela 4. Duplicacbes observadas entre os genomas de Arabidopsis thaliana e Zea
mays, CGF/UFPel, 2011.

Genes de Arabidopsis thaliana Homélogo em Zea mays
At2g17850
A2 5i614012d03
At5g54960
At5g07390
At5g20830 LOC541815
At3g02550
At2g14210 pdc3
At2g34390
At2g19590 uaz158(alt)

5.4.2 — Resultado da busca de homdlogos para Oryza sativa

O mesmo procedimento foi realizado com os genes de arroz e, portanto,
para cada gene anotado em Oryza sativa, seu homodlogo foi buscado nas
espécies Arabidopsis thaliana, Glycine max e Zea mays. Sempre respeitando
os scores (minimo de 65% de similaridade e e-value <107°) sugeridos pela
bibliografia, para que o gene fosse considerado homdlogo e suas sequéncias
nucleotidica e de aminoacidos pudessem ser anotadas.

O numero de duplicacdes entre estes genomas foi maior do que o
observado no item anterior, 0 que pode indicar que em arroz a quantidade de
genes que produzem uma resposta ao ambiente, quando este se encontra
anoxico, € maior. O arroz possui mecanismos genéticos e moleculares mais
elaborados de tolerdncia ao alagamento, pois possui um maior nimero de
genes em relacéo a Arabidopsis (Tabela 5) que tem suas expressoes alteradas

qguando submetidos a submergéncia.
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Tabela 5. Duplicagbes observadas entre os genomas de Oryza sativa e Arabidopsis
thaliana, CGF/UFPel, 2011.

Genes de Oryza sativa

Homoélogo em Arabidopsis thaliana

0504g48210 At1g12740
0s04g48200

0s08g39694
0s06g30640 At2g45550
0s06g19070

0s10g30410
0s02g36190 At5g25140
0s10g30380

O mesmo aconteceu para os homoélogos de soja e milho, em relacao ao
genoma de arroz (Tabelas 6 e 7, respectivamente).



Tabela 6. Duplicagdes observadas entre os genomas de Oryza sativa e Glycine max,
CGF/UFPel, 2011.

Genes de Oryza sativa

Homdlogo em Glycine max

0s08g39694
0s02g36110
0s10g08319
0s06g30640

Glyma07g09110.1

0s10g40710

0s03g44290 Glyma01g16140.1

0Os11g10480

0s11g10510 Glyma04g39190.1

0s05g39310
0s01g06660

Glyma07g18570.1

0s09g35030

0s06g03670 Glyma10g38440.1

0s01g60770

0s05g39990 Glymallg26240.1

0s01g43844

0s01g43750 Glymal3g35230.1
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Tabela 7. DuplicacBes observadas entre os genomas de Oryza sativa e Zea mays,
CGF/UFPel, 2011.

Genes de Oryza sativa Homologo em Zea mays
0Os11g47560
Os11g47550 LOC100272870
Os11g47520
0s03g40540
0s11g18570 LOC100193331
0s04g09920
0s04g10160 LOC100273010
0s02g36190
0s10g30380 LOC100274356
0s08g40690
0s07g43820 LOC100274481
0s02g09240
0s01g72740 LOC100280087
0s02g36110
0s02g09220 LOC100281654

Observa-se uma maior quantidade de duplicagcbes no genoma de arroz
(para estes genes), quando comparado aos de Arabidopsis e soja (Tabelas 8 e
9). Isto se deve, provavelmente, a divergéncia genética entre monocotiledéneas
e dicotiledbneas. Porém nédo se pode afirmar com absoluta certeza que estas
duplicacdes se devem somente a isso. Spannagl et al. (2010) cita que a sintenia
esparsa entre mono e dicotiiedbneas se deve a frequentes rearranjos,
duplicacbes e perda de genes e que isso diminui fortemente o nimero de
ortélogos detectaveis por conservacao posicional.

O que podemos inferir sobre a analise dos homodlogos e as respectivas
duplicacdes é que Oryza sativa possui uma quantidade maior de genes que
respondem ao alagamento em relacdo as outras espécies aqui estudadas. De
fato, o arroz apresenta caracteristicas morfofisioldégicas, bioquimicas e
genéticas que dao maior suporte a planta, quando submersa em agua. Os
eventos de poliploidizacdo podem ter tido consequéncias importantes na
evolucdo das plantas, principalmente na erradicacdo e adaptacéo das espécies
e para a modulacéo de suas capacidades funcionais (De Boltd et al., 2005).

Além disso, uma quantidade maior de homologos foi encontrada entre as
duas espécies de dicotiledbneas quando a busca foi realizada a partir das
sequéncias de aminoacidos dos genes de Arabidopsis thaliana. Somente trés
genes em Arabidopsis nao tiveram seus homologos detectados em soja.

Contudo, quando a busca foi realizada a partir de Oryza sativa, o resultado foi
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bem diferente, onde 22 genes em arroz ndo tendo homologos encontrados em
soja. De acordo com Keller et al. (2000), apesar da sintenia esparsa entre 0s
genomas de arroz e Arabidopsis, a conservacao entre essas espécies pode ser
atil para a identificacdo de genes ligados, pois as grandes diferencas existentes
entre o0 tamanho dos genomas das espécies se deve, principalmente, a
diferencas de tamanho das regifes de vazio génico.

Para a espécie Zea mays ndo houve divergéncias suficientes que
pudessem alcancar um nivel suficiente para caracterizar diferencas de
homologia entre monocotileddneas e dicotileddoneas.

Em resumo, as quantidades de genes encontrados para cada espécie,
descartando-se 0s que nao puderam ter suas sequéncias nucleotidicas
anotadas (como citado no item 5.2 deste trabalho) e outras que ndo possuiam
homologos, foram:

e Oryza sativa: 182 genes;
e Arabidopsis thaliana: 155 genes;
e Glycine max: 144 genes;

e Zea mays: 166 genes.

5.5 — Anédlise do perfil digital de microarranjo dos genes - GeneVestigator

Experimentos de microarranjos de dominio publico sdo muito
heterogéneos, dado que a maioria dos dados disponiveis publicamente foram
produzidos em uma variedade de plataformas técnicas e diferentes protocolos
foram utilizados. Frequentemente faltam informacdes importantes ou sé&o
incompletas e o acesso a informagfes de qualidade ndo estdo disponiveis.
Nesse contexto, o banco de dados Genevestigator surge como uma alternativa
de andlises de niveis de expressdes génicas para varias espécies. E uma
ferramenta que possui dados acurados por testes estatisticos e controle de
qualidade (HRUZ et al., 2008).

5.5.1 — Perfil digital de microarranjo para os genes de Arabidopsis thaliana
O perfil digital de microarranjo obtido para Arabidopsis confirmou o0s
dados obtidos na bibliografia, de que estes genes respondem ao estresse de

hipoxia e anoxia (Figuras 26 e 27). O Genevestigator possui um banco de
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dados de 5.747 experimentos de microarranjos de genes de Arabidopsis

thaliana, sob varias condicdes, estagios do desenvolvimento e anatomia.
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A Figura 26 mostra que 0s genes respondem mais marcadamente ao
estresse da anoxia (12 e 22 linhas), pois se destacam com a maioria
aumentando a expressdo, quando comparados a experimentos de plantas
expostas ao frio. A Figura 27 mostra 18 tipos de analises com estresse de
hipoxia para as quais os genes de Arabidopsis tiveram uma expressao intensa.
Destaca, também, o grupo dos outros estresses, como choque térmico, luz e
seca. As ubiquitinas (destacadas em linha azul) praticamente nao tiveram a
expressao alterada, tratando-se de genes constitutivos.

Nos resultados para desenvolvimento, que indicam qual o estagio que o
gene € expresso na planta, bem como sua intensidade (em porcentagem de
potencial de expressao), o perfil digital mostrou que alguns sdo expressos
durante toda a vida da planta, enquanto outros sdo expresso em oucas fases ou

nenhuma (Figura 28).
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Figura 28. Perfil digital da expressdo génica em Arabidopsis thaliana durante seu
desenvolvimento. Destacados por linha verde s&o Ubiquitinas, obtida no
Genevestigator, CGF/UFPel, 2011.

Estes dados séo Uteis para guiar experimentos em busca de genes alvo

gue respondem a um determinado estresse. Por exemplo, quando um gene é
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expresso somente em exposicdo a uma determinada condicao, ele € um gene
alvo para estudos, pois, de alguma forma, respondeu a aquela condicéo,
naquele determinado momento. Porém, tratando-se de genes constitutivos,
como as ubiquitinas, os quais sdo expressos durante todas as fases do
desenvolvimento da planta, estes ndo se tornam muito interessantes na busca

por genes de tolerancia a um estresse.

5.5.2 — Perfil digital de microarranjo para os genes de Oryza sativa

O banco de dados do Genevestigator possui um total de 305
experimentos de microarranjos para Oryza sativa. Portanto, um volume bem
menor de dados sobre esta espécie esta disponivel. Contudo, o perfil digital
revelou um experimento com anoxia e o resultado mostrou que os genes de
arroz tem sua expressao fortemente alterada quando expostos a esse tipo de

estresse (Figura 29).
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O perfil de expressdo dos genes para o desenvolvimento mostrou-se
bastante heterogéneo (Figura 30), o que indica que Oryza sativa possui

mecanismos mais elaborados na tolerancia ao alagamento.
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Figura 30. Perfil digital da expressdo génica em Oryza sativa durante seu
desenvolvimento. Destacados por linha verde sdo Ubiquitinas, obtida no
Genevestigator, CGF/UFPel, 2011.

5.6 — Buscas por padrdes de ocorréncia de elementos cis

Um total de 647 regiGes promotoras, prontas para andlise e classificadas
por espécies, familias e grupos (exemplificados no item 5.3.1) foram
submetidas a dois tipos de analises, para a busca de padrbes de elementos cis,

gue possam atuar na regulacéo dos genes, em resposta ao alagamento.

5.6.1 — Andlise dos resultados de elementos cis preditos (PLACE)
A partir da submissdo de todas as regides promotoras dos genes
anotados neste trabalho para Arabidopsis thaliana e Oryza sativa, ditas como

espécies modelo de estudos para analises de comparagfes genéticas, na
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plataforma do banco de dados PLACE, os elementos cis encontrados em cada
promotor foram anotados.

A analise do valor Z de cada elemento cis encontrado revelou uma
variedade de freqiéncias de cada elemento regulatério nos promotores. Além
disso, considerando-se um valor Z maximo igual a 0,05 alguns padrbes

puderam ser observados.

5.6.1.1 — Arabidopsis thaliana

Foram observadas freqiéncias bastante distintas entre os elementos cis
encontrados nos promotores de Arabidopsis thaliana. Alguns foram encontrados
em apenas um promotor, enquanto que outros foram observados em 38 ou 39
promotores (Tabela 8).

A tabela 9 destaca os 26 elementos cis que foram observados em no
minimo 20 promotores. E importante acrescentar que esta tabela representa,
unicamente, o numero de regides promotoras em que estes elementos foram
encontrados, néo se referindo a frequéncia total dos mesmos. A frequéncia total
leva em consideragdo o numero de vezes que cada elemento cis € presente em

cada promotor.
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Tabela 8. Elementos cis mais frequentes para os promotores dos genes que respondem
ao estresse do alagamento em Arabidopsis thaliana, CGF/UFPel, 2011.

Elemento cis Numero de promotores (Frequéncia)
ACGTABOX 39 (25%)
LECPLEACS2 39 (25%)

BOXLCOREDCPAL 38 (24%)
MYBPLANT 35 (22%)
RBCSCONSENSUS 34 (22%)
TATAPVTRNALEU 31 (20%)
MYB2AT 30 (19%)
WBOXNTCHN48 29 (19%)
CURECORECR 28 (18%)
LTRE1HVBLT49 28 (18%)
POLASIG2 27 (17%)
SEF1IMOTIF 27 (17%)
SEFAMOTIFGM7S 27 (17%)
SP8BFIBSP8BIB 27 (17%)
BOXIINTPATPB 25 (16%)
SVA40COREENHAN 25 (16%)
-10PEHVPSBD 24 (15%)
MYB1AT 24 (15%)
PYRIMIDINEBOXHVEPB1 24 (15%)
TAAAGSTKST1 24 (15%)
CCA1ATLHCB1 23 (14%)
MYB2CONSENSUSAT 22 (14%)
MYB1LEPR 21 (13%)

ACGTATERD1 20 (13%)
CPBCSPOR 20 (13%)

HDZIP2ATATHB2 20 (13%)
HEXMOTIFTAH3H4 20 (13%)

Este tipo de abordagem permite fazermos analises de elementos cis, a
fim de observar a quantidade de fatores de transcricdo que, possivelmente,
participam do processo de regulacdo da expressdo génica sob o contexto do
alagamento e ainda, prever 0os genes que séo tidos como pecas chave nesse
processo. Sao eles genes cujos promotores contém uma maior quantidade de

sitios de ligacdo de FTs, ou seja, ricos em elementos cis (Tabela 9).
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Genes Numero de elementos cis

At1g53310 23

At4g34410 21

At5g20830 20

At5g57260 20

At4g33560 20

At2g17500 19

At5g39890 19

At2g36580 19

At3g27570 18

At2g18700 18

At1g72360 18

At2g14210 18
A partir da classificacdo das familias destes genes, pode-se gerar um
grafico (Figura 31), que representa 0s grupos génicos mais representativos, em
Arabidopsis, e que tem sua regulacdo alterada, quando expostos ao estresse
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M Glicdlise/Gliconeogénese
e Fermentacgao
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Cadeia respiratoria

m Citocromo P450

m Outros

Figura 31. Porcentagem de cada grupo, em relacdo aos genes listados na Tabela 9.
HSPs sé@o as heat shock proteins Outros sao proteinas de sinalizagdo, transporte e
algumas com funcéo desconhecida, CGF/UFPel, 2011.

Este resultado indica que estes genes responsivos ao estresse do
alagamento (Tabela 12) devem ser mais sensiveis a uma maior quantidade de
sinais, pois suas regides promotoras possuem uma variedade de elementos cis
e, por isso, participam de uma gama de rotas metabdlicas no cross talk entre
FTs, para promover a alteragdo na regulacdo de varios genes e, entdo, a
resposta da planta ao ambiente. Ainda, a figura 31 traz uma idéia de quais sdo
0S principais mecanismos que esses mesmos genes participam e que,
provavelmente, os processos de glicélise, gliconeogénese, fermentacdo, as
HSPs e proteinas da cadeia respiratoria se tratam de pontos chave na
descoberta da tolerancia a hipoxia/anoxia.

5.6.1.2 — Oryza sativa

Os elementos cis encontrados no PLACE para Oryza sativa S&o mais
numerosos, em relacdo a Arabidopsis thaliana. Este fato pode indicar uma
regulacdo mais refinada dos genes de arroz para a tolerancia ao alagamento,
dando aos genes de arroz, uma maior versatilidade na percepcao de sinais,
cross talk entre FTs e na resposta ao ambiente. A Tabela 10 mostra os
elementos cis mais frequentes nos genes induzidos pela anoxia, em arroz. Da

mesma forma como na Tabela 8, esta tabela representa, unicamente, 0 numero
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de regides promotoras em que estes elementos foram encontrados, ndo se

referindo a frequéncia total dos mesmos.

Tabela 10. Elementos cis mais frequentes para os promotores dos genes que
respondem ao estresse do alagamento em Arabidopsis thaliana, CGF/UFPel, 2011.

Elemento cis Numero de promotores (Frequéncia)
ACGTABOX 53 (29%)
ACGTTBOX 42 (23%)
TATABOX3 42 (23%)

LTRE1HVBLT49 41 (22%)
ACGTATERD1 38 (21%)
HEXMOTIFTAH3H4 38 (21%)
T/GBOXATPIN2 37 (20%)
TGACGTVMAMY 36 (29%)
GT1CORE 34 (19%)
ACGTCBOX 32 (17%)
MYB2AT 32 (17%)
AMYBOX1 31 (17%)
ARFAT 31 (17%)
REBETALGLHCB21 31 (17%)
BS1EGCCR 30 (16%)
CRTDREHVCBF2 30 (16%)
QELEMENTZMZM13 30 (16%)
RHERPATEXPA7 30 (16%)
TATCCAYMOTIFOSRAMY3D 30 (16%)
SEF1IMOTIF 29 (16%)
DRE2COREZMRAB17 27 (15%)
SVA0OCOREENHAN 27 (15%)
MYBGAHV 26 (14%)
SP8BFIBSP8BIB 26 (14%)
TAAAGSTKST1 26 (14%)
RYREPEATGMGY?2 25 (14%)
TATAPVTRNALEU 25 (14%)
AACACOREOSGLUB1 24 (13%)
CURECORECR 24 (13%)
PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A 24 (13%)
ASFIMOTIFCAMV 23 (13%)
IBOXCORENT 23 (13%)
NODCON1GM 22 (12%)
OSE1ROOTNODULE 22 (12%)
ABRERATCAL 21 (11%)
ACGTABREMOTIFA20SEM 21 (11%)
PRECONSCRHSP70A 21 (11%)

CCAATBOX1 20 (10%)
MYB1LEPR 20 (10%)
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Um total de 39 genes de arroz possui pelo menos 20 elementos
regulatorios de acdo cis em seus promotores. Esse nimero é mais expressivo
do que os 26 em Arabidopsis, 0 que pode indicar que quanto maior a
guantidade de elementos cis, maior seria a capacidade de tolerar o estresse.

A tabela 11 mostra a lista de genes com maior quantidade de elementos
cis em seus promotores. Quase o dobro de genes (48) em Oryza sativa tem,
pelo menos, 18 elementos cis em seus promotores em relacdo a Arabidopsis
thaliana (25). Este fato reforca a idéia de que o arroz, comparado a Arabidopsis,

pOSsui muito mais recursos genéticos para tolerar a hipoxia/anoxia.

Tabela 11. Genes com a maior quantidade de elementos cis em seus promotores,
CGF/UFPel, 2011.

Genes Numero de elementos cis
0s08g3692 31
0s06g03670 29
0s02g0753000 27
0s07g0485000 27
0s02g36110 26
0s06g30640 25
0s10g38090 24
0s09g31480 24
0s03g60720 23
Os11g10510 22
Os11g47610 22
0s06g0283400 22
0s10g0437500 22
0Os11g0147800 22
0s06g10990 22
0s02g12690 22
Os11g47590 21
0s05g10650 20
0s05g49270 20
0s01g21120 20
0s09g22410 20
0s03g0727600 20
0s04g09920 19
0s01g60770 19
0s10g13700 19
0s02g55890 19
0s06g0298200 19
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0s03g60120 19

0s03g0226200 19

0s10g30380 18

0s10g05020 18

0s02g43930 18

0s04g01140 18

0s03g08490 18

0s09g0554300 18

0s01g0360200 18

0s01g0760600 18

0s02g46640 18

A Figura 32 representa a porcentagem dos grupos destes genes,
indicando o0s principais processos utilizados pela planta na tolerdncia ao
estresse em estudo.
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Figura 32. Porcentagem de cada grupo, em relacdo aos genes listados na tabela 11.
HSPs sdo as heat shock proteins. Outros sdo proteinas de sinalizagdo, transporte e
algumas com funcao desconhecida, CGF/UFPel, 2011.

Este resultado condiz com o observado em Arabidopsis, onde os genes
relacionados a glicolise, gliconeogénese, fermentacdo e HSP despontam nos
processos mais representativos quanto ao nimero de elementos regulatérios
em seus promotores. Esses genes provavelmente sdo pecas chave no
direcionamento da descoberta dos principais genes de tolerdncia ao
alagamento e de um padréo de elementos cis que faca a regulacao, juntamente
com os respectivos FTs, dessa rota de tolerancia a hipoxia/anoxia.

Foi possivel, a partir da observacdo das Tabelas 8 e 10, obter os
elementos cis em comum entre estas duas espécies que se mostraram mais

presentes em seus promotores (Tabelal2).
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Tabela 12. Nomes e sequéncias dos elementos cis mais comuns entre Arabidopsis

thaliana e Oryza sativa, CGF/UFPel, 2011.

Elemento cis Sequéncia
ACGTABOX TACGTA
ACGTATERD1 ACGT
CURECORECR GTAC
HEXMOTIFTAH3H4 ACGTCA
LTRE1HVBLT49 CCGAAA
MYB2AT TAACTG
PYRIMIDINEBOXHVEPB1 TTTTTTCC
SEF1IMOTIF ATATTTAWW
SP8BFIBSP8BIB TACTATT
SV40COREENHAN GTGGWWHG
TAAAGSTKST1 TTTATATA
TATAPVTRNALEU TTTATATA

Estes, portanto, sdo os elementos cis mais representativos, encontrados
nos genes que tem suas expressdes alteradas quando a planta esta em
ambiente alagado (andxico), existentes em ambas as espécies Arabidopsis
thaliana e Oryza sativa. Tratam-se de pontos importantes de estudo para a
compreensao dos mecanismos utilizados pela planta, para que a mesma possa
se desenvolver sob esse tipo de estresse.

Entre os elementos cis com numero de ocorréncia maior ou igual a 20, a
conservacgao entre os grupos foi analisada. As tabelas 13 e 14 referem-se aos
cinco elementos mais conservados e suas ocorréncias nos grupos em
Arabidopsis thaliana e Oryza sativa, respectivamente. Nestas tabelas as cores
indicam os elementos cis conservados entre as espécies e também entre 0s

grupos.
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Tabela 13. Elementos cis
CGF/UFPel, 2011

mais conservados entre 0s grupos, em Arabidopsis thaliana,

Elemento cis Sequéncia Grupo Ocorréncia no grupo
MYB2AT TAACTG GGF 13
RBCSCONSENSUS AATCCAA GGF 11
BOXLCOREDCPAL ACCWWCC GGF 10
MYBPLANT MACCWAMC GGF 10
SV4A0COREENHAN GTGGWWHG GGF 10
LECPLEACS2 TAAAATAT P450 12
ACGTABOX TACGTA P450 11
MYBPLANT MACCWAMC P450 11
BOXLCOREDCPAL ACCWWCC P450 10
CURECORECR GTAC P450 9
ACGTABOX TACGTA HSP 11
TATAPVTRNALEU TTTATATA HSP 11
LECPLEACS2 TAAAATAT HSP 9
SEF1IMOTIF ATATTTAWW HSP 8
SP8BFIBSP8BIB TACTATT HSP 7
LECPLEACS2 TAAAATAT RC 7
POLASIG2 AATTAAA RC 6
BOXLCOREDCPAL ACCWWCC RC 5
SEFAMOTIFGM7S RTTTTTR RC 5
ACGTATERD1 ACGT RC 5

Tabela 14. Elementos cis mais conservados entre 0s grupos, em Oryza sativa,

CGF/UFPel, 2011

Elemento cis Sequéncia Grupo Ocorréncia no
grupo
ACGTABOX TACGTA GGF 16
HEXMOTIFTAH3H4 ACGTCA GGF 16
T/GBOXATPIN2 AACGTG GGF 14
CRTDREHVCBF2 GTCGAC GGF 13
ACGTTBOX AACGTT GGF 12
LTRE1IHVBLT49 CCGAAA P450 15
TATABOX3 TATTAAT P450 14
ACGTABOX TACGTA P450 13
SEF1IMOTIF ATATTTAWW P450 13
ACGTTBOX AACGTT P450 12
ACGTCBOX GACGTC HSP 14
BS1EGCCR AGCGGG HSP 12
ACGTABOX TACGTA HSP 9
TATABOX3 TATTAAT HSP 9
TGACGTVMAMY TGACGT HSP 9
ACGTABOX TACGTA RC 6
TGACGTVMAMY TGACGT RC 6
GT1CORE GGTTAA RC 6
ARFAT TGTCTC RC 6
ACGTTBOX AACGTT RC 5
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A partir destes dados é possivel observar quais sdo os elementos cis
mais conservados dentro de cada grupo, nas espécies. O elemento cis
ACGTABOX é observado em ambas as espécies, estando ausente apenas
entre 0s cinco mais frequentes para os grupos GGF e RC de Arabidopsis.
Assim, pode se tratar de um importante motivo para o controle da regulacéo
génica, quando estas plantas estdo submetidas ao alagamento.

Outros elementos estdo mais representados em apenas uma das
espécies, como o0 MYBPLANT em Arabidopsis e 0 ACGTTBOX do arroz, ests
parecem ser motivos que participam da regulacao de genes nas plantas de uma
forma mais restrita, ou seja, controlar alguns genes em um familia especifica de

plantas, talvez exclusiva a monocotiledéneas ou dicotiledéneas.

5.6.2 — Andlise dos resultados da busca por novos padrdes de ocorréncia
de motivos de DNA (MEME)

Para cada espécie em estudo, suas regibes promotoras foram
agrupadas de acordo com a funcao de cada gene (estudo das familias génicas)
e, portanto, buscaram-se padroes de ocorréncia de motivos de DNA
conservados intra e interespecificos, de acordo com as caracteristicas de

frequéncia, repeticdes, agrupamentos e concentracdo dos motivos.

5.6.2.1 — Arabidopsis thaliana

No grupo dos promotores de Arabidopsis relacionados a glicolise,
gliconeogénese e fermentacdo, dois motivos mostraram-se bastante
abundantes, porém sem padréo algum de organizacdo: A|[GAJAAAAA[AG]AAAA e
[TCITT[CT][TCITTTTTCT. Estes promotores continham poucos motivos diferentes
(somente 5), o que pode indicar que pertencem a genes que tem a regulagéao

muito especifica e que podem responder a poucos sinais.

Referente aos promotores do agrupados como possuindo func¢des na
cadeia respiratéria e estresse oxidativo, apesar de abundantes, os motivos
também nado apresentaram qualquer padrédo de ocorréncia. Exceto pelo motivo
[CTICAGC[TC]C[GA][TC]C[CG]A que foi observado 14 vezes no gene AAF79618.
Desses 14 sitios nesta regido promotora, 9 encontram-se em repetidos
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seguidamente. Isso pode ser um indicativo de que este gene responde

fortemente a algum sinal.

Apesar de ndo apresentarem padrées de ocorréncia, os grupos de
promotores associados as HSPs e ao citocromo P450 contém uma variedade
de motivos. Este dado pode indicar um refinamento na regulacdo génica, pois
0S genes podem ser controlados por um numero proporcional de fatores de
transcricdo (FTs), sendo, assim, sensiveis a um maior nimero de sinais na rota

de transducao.

5.6.2.2 — Oryza sativa

Apenas 4 motivos foram apresentados nos promotores dos genes do
grupo relacionado a glicolise, gliconeogénese e fermentacdo. Destes, foi
observado que o0 motivo CG[GC]C[GC][CA][CG]G[GC][GC][GC][GC] apareceu
algumas vezes em agrupamentos (sem padrao) de 4 a 7 motivos, separados
apenas por alguns pares de bases, nos genes 0s05g10650, Os11g47550,
0s10g0437500 e 0s01g0730300. O motivo [GA][AG]GIAG][GA][GA]GIAG]
G[GAJA[GA] foi representado em “duplas”, ou seja, tem duas repeticdes, em
alguns casos. Porém, nada pode ser inferido sobre este caso, devido ao fato de

esse mesmo motivo ocorrer, também, de forma aleat6ria no mesmo grupo.

Para os genes com relacdo a cadeia respiratéria, 0s promotores
mostraram-se bastante abundantes para possiveis sitios de ligacdo de FTs. Um
total de 20 motivos, com diversas distribui¢des, foi obtido e foram observados
promotores com apenas 4 tipos de motivos diferentes (Os03g07480) e outros
com até 8 tipos diferentes (Os06g13720). Estes genes parecem fazer parte de
varios processos de regulacdo da expressdo em arroz, devido ao fato de

apresentarem tantos motivos.

Para as HSPs observou-se uma prevaléncia dos motivos
[CG][GC]GCG[GC]C[GC][GC][CT][CG][CG], [GA][GA][AG]GA[GT][GA][GA][AG]GAG,
G[GC]CCCAC[ACG][TCIG[TAG]C e GCCIACIG[TG][GC]JCGTG[CG] nos genes
0Os03g60620, 0Os09g30418, 0s06g50300, 0s03g22170, 0Os07g47790 e

0s01g21120, o que indica que estes genes participam, provavelmente e
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conjuntamente, de funcbes similares na planta e que respondem aos mesmos
fatores.

Os promotores de genes do citocromo P450 de arroz mostraram um
arranjo interessante dos motivos descobertos. @] motivo
[CG][CG][CG][GC][CG]C[GC][CG]CGCICG] teve uma distribuicdo consideravel
entre os promotores, porém chegou a um numero de 12 vezes na regido
medial/distal do gene Os04g48200. O mesmo pode ser observado para outros
motivos que, apesar de bem distribuidos entre os promotores, tiveram alguma
concentracdo em determinados genes, como 0 motivo [CG][GC]GC]
[GAT][GC][GC]CGG|CTI]GG que teve 9 repeticdes na regiao proximal do promotor
do gene 0s03g55240. Também o0 motivo T[CGT]AAAACACT[AT][TA] aparece 6

vezes na porcdo medial do promotor do gene Os01g63930.

5.6.2.3 — Glycine Max

O resultado para os promotores dos genes relacionados a glicdlise,
gliconeogénese e fermentacdo nédo apresentou padrdo para motivos. Nos genes
Glymal4g01470.1, Glymal6g06390.1, Glyma06g10990.1 e Glymal0g37200.1
observou-se apenas um motivo, 0 que indica que estes ndo se constituem de
genes-chave, para o processo de resposta a varios sinais da célula/planta.

Para o grupo de promotores relacionados a funcbes da cadeia
respiratOria, 0os motivos encontrados mostraram-se dispersos e sem algum
padrdao aparente, com excegcdo do motivo GTCTTGCATTTT que teve uma
representacdo de 10 vezes no gene Glyma08g41350.1. Algumas sequéncias
apresentaram apenas 2 motivos diferentes, como Glyma02g03080.1 e
Glyma08g40980.1, contudo outras apresentaram até 10 motivos diferentes, sdo
eles Glymallgl12980.1 e Glyma079g18570.1, indicando que sdo genes que
participam de poucos e muitos mecanismos de regulacao, respectivamente.

N&o foram observados padrées e/ou caracteristicas, como as descritas

acima, para os grupos das HSPs e do citocromo P450.

5.6.2.4 Zea mays
Apesar de ndo apresentar diferencas ou padronizagcdo na distribuicdo
dos 4 motivos encontrados para o grupo de glicolise, gliconeogénese e

fermentacdo, o motivo GTCTTGCATTTT foi observado com 6 repeticbes na
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porcao distal do promotor do gene U31451 e 5 repeticdes, também em série,
para o gene si614012d03.

Apesar de muitos motivos (20) encontrados para o grupo relacionado a
cadeia respiratéria, e de estes estarem representados numerosas vezes nos
promotores, nenhuma observacao que destacasse algum dos itens em analise
foram observadas.

No grupo das HSPs, o motivo AAGCTCCGGCT[GC] foi observado na
porcao distal de trés promotores (LOC100283876, LOC100283876 e umc1588),
com 3 repeti¢cdes seguidas. Em dois casos (LOC100283876 e LOC100283876),
acompanhado por 3 repeticbes do motivo C[CGA]JCGCCGC[CG][GT]C[GC] e na
outra (umc1588) pelo motivo GGGGT[GC]G[GC][GT]T[CGA]G. Isto pode indicar
que esses trés genes dispdem de varios sitios de ligacao, para os mesmos FTs,
e que estes motivos tem participacdo importante na regulacdo destes genes.
Segundo Nakashima et al. (2009), um unico FT pode controlar a expressao de
muitos genes alvo, através da ligacdo especifica do FT ao elemento cis nos
promotores dos respectivos genes, é o chamado regulon. Assim, um unico FT
pode controlar a regulacdo de muitos arranjos de genes que respondem ao
estresse, 0s quais séo controlados pelo FT.

Os promotores do grupo de genes do citocromo P450 mostraram alguns
padrdes interessantes, como: 7 repeticdes seguidas e sem espaco entre elas
do motivo CATACATACAT[AG] no gene LOC100273457, muito semelhante a
provavel um TATAbox (TT[AT]TTATTATTA), que teve 6 repeticbes como esta, no
promotor do gene LOC100272865. Os motivos [CA]TTTGC[CT]|GAGTG e
A[CA]TCGGICT]JAAAG, apesar de serem observados em algumas vezes, estédo
presentes em conjunto, separados por apenas algumas bases, na regiao distal
dos promotores dos genes cl377_-3 e LOC100272865, com uma representacao
de no minimo 3 vezes em cada promotor.

Para todas as espécies estudadas, o grupo “Outros”, que continha
regides promotoras de genes ndo muito relacionados, como transportadores e
outras proteinas de ligacdo, além de uma variedade com fungdes ndo muito
esclarecidas, os motivos encontrados ndo apresentaram qualquer relagcao de
padroes e foram pouco frequentes. Isto enfatiza o fato de que genes co-
regulados e com funcdes semelhantes tem mecanismos de regulagcéo

semelhantes e respondem a sinais em comum.
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Além das caracteristicas acima citadas, os motivos podem se destacar
pelo nimero de vezes que foram observados dentro de cada grupo e/ou
espécie. As tabelas 15, 16, 17 e 18 resumem 0s motivos mais frequentes nos

promotores dos genes estudados, dentro de cada grupo.

Tabela 15. Distribuicdo dos motivos mais frequentes no grupo dos promotores
relacionados a Glicdlise, Gliconeogénese e Fermentacdo (GGF), obtidos pelos
resultados da ferramenta MEME, CGF/UFPel, 2011.

Motivo Nt]mehro .de Espécie
ocorrencias
A[GA]JAAAAA[AG]AAAA 46 Arabidopsis thaliana
[TCITT[CTI[TC]TTTTTCT 50 Arabidopsis thaliana
[CG]TC[TG][TG]TCTCT[TC][CT] 29 Arabidopsis thaliana
C[TC]C[CT]CC[ATC][CT][CA]CC 32 Oryza sativa
CG[GC]C[GC][CA][CG]G[GC][GC][GC][GC] 50 Oryza sativa
AAAAAAAAAGAA 46 Oryza sativa
[GA][AG]G[AG][GA][GA]IG[AG]G[GA]A[GA] 39 Oryza sativa
TTTTTTTT[CTA]TTT 44 Oryza sativa
C[TC]C[CT]CC[ATC][CT][CA]CC 32 Glycine max
[CGIGT[GC]G[GT][AGC][GT][TA]GG[CTG] 23 Glycine max
AAAAA[AT]AAAA 48 Glycine max
TTTT[TC][TCAITT[TC]T[TCIT 47 Glycine max
AA[AT][AC]A[AT]A[AG][TA]AA 49 Zea mays
TTT[TG]TTTT[GC]TTT 45 Zea mays
GC[CG]G[GC][CG]IC[GT][CG]G[CT]C 36 Zea mays
GG[CT]G[GA][CA]IG[GA]CG[GA][CG] 36 Zea mays
Ha uma forte semelhancga entre 0s motivos

CG[GC]C[GC][CA][CG]G[GC][GC][GC][GC], GC[CG]G[GC][CG]C[GT][CG]G[CTIC e
GG[CT]G[GA][CA]G[GA]CG[GA][CG] (Tabela 15), onde pode-se gerar um motivo
consenso, como: [GC][GC]C[GC]GC[GC]GCG[GC][CG], gerado a partir da

combinacéo dos trés anteriores, presentes em Oryza sativa e Zea mays. Esse
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provavel elemento de DNA pode estar relacionado a mecanismos de regulacéo

da expressao génica dos genes que foram encontrados.

Tabela 16. Distribuicdo dos motivos mais frequentes no grupo dos promotores
relacionados a Cadeia Respiratoria (CR), obtidos pelos resultados da ferramenta
MEME, CGF/UFPel, 2011.

Motivo oNcaoTrZ‘:c?aes Espécie
[GC][GTA][TC]T[CG][CT]C[TG][CT]CT 20 Arabidopsis thaliana
CG[CG][GC][GC][CG]C[GC]IGCG 27 Oryza sativa
[TCJTTTTTTTT[CAT][TG]T 26 Oryza sativa
[AT]AT[AT]AAAA[AG]AA 27 Oryza sativa
[ACIG[AG][AG]G[GAC][GA][GA]AG[AG][GA] 25 Oryza sativa
AAAA[AG][AG]AA[AG][CA]A 20 Glycine max
[CTIT[CT][TC]IC[TC][TC][TC][CT][TC]C[CT] 32 Glycine max
GAA[AC]JAAA[AG]AAA 20 Glycine max
G[GC]CG[CG]CGGC[GC][GCA] 33 Zea mays
T[TA]J[AGTCCITTT[TC]T[TC]TT 30 Zea mays
AAA[AGC]AA[AC]A 24 Zea mays
CCT[TG][CG][CG][CT]CTCC 22 Zea mays
Por serem bastante semelhantes, 0S motivos

CG[CG][GC][GC][CG]C[GC]GCG e G[GC]CG[CG]CGGC[GC][GCA], relacionado a
cadeia respiratoria e encontrados nas espécies Oryza sativa e Zea mays (em
vermelho na Tabela 16), podem se tratar do mesmo motivo -
[CG]GCG[GC]C[CG]G[GC]CG — e terem a mesma funcdo em relacdo a sua
fungbes na ligacdo dos FTs. Os FTs podem se ligar a uma variedade de sitios
de ligagéo, dependendo do sinal recebido e da resposta que a planta deve ter
ao ambiente. Porém como se tratam de novos motivos descobertos, nenhuma
referéncia quanto aos processos que possivelmente exercem pode ser feita até
0 momento.

Priest et al. (2009), citam que fundamentalmente, a regulacéo

transcricional da expressao génica em eucariotos € mediada pelo recrutamento
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de FTs aos elementos regulatorios cis. FTs interagem com elementos de DNA
especificos, com outros FTs e com a maquinaria basal para regular a expressao
de genes alvo. Em plantas, a regulacdo transcricional € mediada por mais de
1.500 FTs e cada FT controla a expresséao de milhares de genes alvo em redes
de sinalizacdo complexas (REICHMANN et al., 2000)

Tabela 17. Distribuicio dos motivos mais frequentes no grupo dos promotores
relacionados as Heat Shock Proteins (HSP), obtidos pelos resultados da ferramenta
MEME, CGF/UFPel, 2011.

Motivo oNciTrZ:)cidai Espécie
A[GA]A[AG][AC][AC]JAAAA[AC]IA 45 Arabidopsis thaliana
[TG][TC]T[TC]TT[CT]T[TC]TTT 48 Arabidopsis thaliana
[CG][GC]GCG[GC]C[GC][GC][CT][CG][CG] 50 Oryza sativa
TICT)[TCITTTTTTTTT 34 Oryza sativa
[TAJAAA[AT][AT]AAA[GT]A 41 Oryza sativa
[GA][GA][AG]GA[GT][GA][GA][AG]GAG 43 Oryza sativa
C[CGA]CGCCGC[CG][GT]C[GC] 29 Zea mays
C[TG]GC[GT]GC[GA]GC[GA] 29 Zea mays
[TCICITCI[TCI[TC]TT[CT]TT[TC] 29 Zea mays
AA[AG]A[AC][AG][AC][ATG][AC]AAA 39 Zea mays
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Tabela 18. Distribuicdo dos motivos mais frequentes no grupo dos promotores
relacionados ao citocromo P450 (P450), obtidos pelos resultados da ferramenta
MEME, CGF/UFPel, 2011.

NuUmero de

Motivo ocorréncias Espécie
[TCITT[TGC]T[TCIT[CG]TT[TC] 37 Arabidopsis thaliana
[CG][CG][CG][GC][CG]C[GC][CG]CGC[CG] 50 Oryza sativa
CICT][CT][TC][CG][CT]CTC[CTI[CT][CT] 50 Oryza sativa
[CG][GC][GC][GAT][GC][GC]CGG[CT]GG 41 Oryza sativa
T[TAJTTTTTT 43 Oryza sativa
[AT][TAITAAAAAA[AT][AT][AT] 50 Oryza sativa
A[AG][AG][AG][GAJAAG[AG]AAA 26 Glycine max
[GC][CG][CG]CG[CG]C[AG]CG[GC]C 27 Zea mays

N&o foram encontrados motivos em comum, referente aos grupos HSP e
P450, entre as espécies. Apesar dos genes serem, na sua maioria, homoélogos,
a expressao dos mesmos, segundo os dados obtidos, parece depender de
mecanismos isolados de regulagéo, ou seja, mais especificos dentro de cada

espécie.
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6. CONCLUSAO

A busca na literatura por genes responsivos ao estresse abibtico do
alagamento mostrou uma maior quantidade de genes (dobro) em Oryza sativa,
em ralacdo aos encontrados em Arabidopsis thaliana. Isto pode indicar que o
arroz possui uma maquinaria genética mais especializada na tolerancia a essa
adversidade imposta pelo ambiente.

Um total de 12 elementos cis do banco de dados PLACE sdo comuns as
duas espécies, entre os mais frequentes. A maioria dos genes que possuem um
grande numero de elementos cis se encaixa nos grupos com mecanismos
ligados a glicolise, gliconeogénese, fermentacéo e as HSPs.

A analise dos elementos cis mais frequentes entre os grupos, revelou
uma certa conservacao, como o elemento ACGTABOX, que esta presente nas
espécies Arabidopsis thaliana e Oryza sativa. Estes dados podem revelar
mecanismos importantes da regulacdo génica para genes co-regulados pelo
estresse do alagamento nas plantas.

Com a utilizagcdo do programa MEME, dois motivos consenso puderam
ser observados entre as espécies Oryza sativa e Zea mays, sdo eles:
[GC][GC]C[GC]GC[GC]GCG[GC][CG] e [CG]GCG[GC]C[CG]G[GC]CG. Sendo o
primeiro relacionado a processos de glicélise, gliconeogénese e fermentacédo e
0 segundo da cadeia respiratoria. Podem se tratar de novos elementos cis, pois
tem ocorréncias relativamente altas, nos promotores dos genes.

As analises aqui realizadas sdo de importancia para estudos posteriores
gue se referem ao estresse do alagamento e descobertas de mecanismos
moleculares de tolerancia a esse ambiente tipico de planicies alagadas. A partir
dos dados gerados, € possivel guiar experimentos com transformacao genética
com genes alvo e elementos cis preditos como importantes e frequentes a fim
de tentar conferir alguma caracteristica as plantas, como as existentes no arroz,
para que possam se desenvolver em ambiente com privacéo de O..

Os estudos in silico, bem como a utilizacdo das ferramentas disponiveis
sdo, portanto, de grande utilidade para a comunidade cientifica, onde uma
grande quantidade de dados é gerada a cada dia e os mesmo precisam ser
tratados, classificados e organizados, para que possamos fazer inferéncias

sobre fungdes bioldgicas com mais precisao, cada vez mais.
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Abstract

Background: The current challenges in plant breeding are to maximize the productivity
of major crop species and to create means for exploring novel crop environments. One
of these environments is the lowland hydromorphic soils that are proper for the
irrigated rice crop. Adapting other crops to this environment could reduce the
incidence of diseases, pests and weeds, therefore benefiting from a crop rotation
system. When a plant is exposed to abiotic stresses, it has to cope with environmental
changes through physiological and anatomic changes that need quick gene expression
responses, i.e., changes in active/silenced status as well as in the rates of transcription.
Cis-acting regulatory elements have straight relationship with transcription factors (TF)
in complex signaling networks. This TF binding sites (cis-elements) are the functional
DNA elements that influence temporal and spatial transcriptional activity. Some cis
elements occurrence patterns usually indicates how molecular mechanisms in plants

are modulated under stress conditions, like flooding.

Findings: We investigated possible patterns of sequences that can be inferred about
the mechanisms that plants use to develop under flooding stress. This search for
possible homologies between the various cis-elements would lead us to performed
interactive analyses about how plants use their molecular mechanisms responding to
abiotic stresses. Online databases were searched, looking for genes previously
described in literature which are expressed in response to flooding in Oryza sativa,
Arabidopsis thaliana and their homologs in Glycine max and Zea mays. The 1.0 Kb
upstream portion of each gene was extracted and analyzed in silico. Besides, all the
promoters of these four species were subjected to a tool for searching for novel

signals, intending to find new motif patterns.

Conclusions:

Our in silico analysis shows that from 259 cis elements found in PLACE for all
promoters of Arabidopsis and rice, 12 of them are common to both species, and are
distinguished by having high frequency. Using the MEME program two consensus

motifs could be found among the species Oryza sativa and Zea mays. These could



represent new cis elements patterns, because they had relatively high occurrences in

the gene promoters and they are related to conserved sequences in monocots.

The analysis here presented shows important points for future studies related to the
waterlogging stress and unmasking molecular tolerance mechanisms to this typical
stress. From the data generated, it will be possible to direct experiments on genetic
transformation with target genes and/or cis elements in order to attribute some
characteristic in plants, such as those found in rice, so they can develop in an

environment with O, deprivation.



Findings

Background

The current scenario of stagnation of the area used for agriculture poses a challenge to
the scientific community, which is to maximize the productivity of major crop species
and also to create means for exploring novel crop environments. One of these
environments is the lowland hydromorphic soils, and this leads for the search for
alternatives to the development of new varieties/species containing genotypic and/or
phenotypic characteristics similar to the rice crop. These novel crops would need to

tolerate the conditions imposed by flooding and maintain a high yield potential [1].

At the molecular level, abiotic stress signals activate transcription factors and proteins
that bind to regions adjacent to target genes, thereby generating a plant response to
the environment. In the upstream DNA regions near or within the promoter of these
genes there are conserved sequences that appear to be involved in their regulation [2-
3]. These short sequences, nearly 7 base pairs (bp), interact with various transcription
factors (TFs) to form a transcriptional initiation complex and are called cis elements.
These cis-acting elements are involved in multiple transcription regulatory processes,
acting as molecular switches and controlling biological processes in response to abiotic

stress, hormonal and developmental processes in plants [4].

Advances in research and the accuracy of their results in the transcriptome expression
profiling has led to identification of various combinations (cross-talk) of cis-acting
elements in promoter regions of stress-inducible genes, also involved in hormonal
responses. Previous reports showed that there are two main cis-acting elements that
work in the regulation of gene expression in response to osmotic stress and
temperature, they are ABRE (ABA responsive element) and DRE (dehydration

responsive element) - ABA-dependent and ABA-independent, respectively [3].

Molecular and genetic studies provide evidence that the monocot Oryza sativa and the
dicot Arabidopsis thaliana have common mechanisms for regulating gene expression.
TFs play an important role in regulating gene expression in response to abiotic stresses

and most PTFs are common among the grasses and Arabidopsis [5].



The recent availability of many high quality sequences, fully annotated plant genomes,
and large public databases of global expression measures and accessible technologies
for expression profiling of individual laboratories, has translated into many studies
involving binding sites of TFs and their role as components of a large transcriptional
network [6]. Recent studies in several eukaryotic species have been focused on a
Systems Biology approach to elucidate the regulatory networks and to understand its
biological context [7]. These associations can be used in combination with gene
expression data from microarray experiments and sequence analysis of co-regulated
gene promoters, to infer mechanisms of this regulation and to seek cis regulatory

elements, which can coordinate the response through the activity of TFs [8].

A considerable number of algorithms and bioinformatics tools have been developed to
identify potential cis elements in the regulatory sequences of genes co-expressed [9-
10]. The basic principle of computational approaches is that co-regulated genes should
contain similar cis elements in their upstream regulatory regions in statistically
significant levels [6]. Regardless of the exact algorithmic details, in general, the
computational approaches to the identification of potential cis elements estimate the
probability of short DNA motifs occurrences by comparing an observed number of a
particular motif in a set of sequences with expected occurrences number based on

random samples or some statistical distribution model [11].



Material and Methods
Literature search and clustering of genes that respond to the flooding stress

We performed a review in order to obtain a considerable number of genes whose
expression is altered when exposed to waterlogging stress. The extracted data refer to
analysis of microarray experiments in Arabidopsis thaliana plants and Oryza sativa
under the stress of hypoxia/anoxia. These two species were chosen because they
represent model species, as regards the studies with comparative genomics. We also
get the homologs in Zea mays and Glycine max, using the amino acid sequences of

each gene previously annotated from Arabidopsis and rice.

Protein sequences allowed us to cluster genes into groups according to their functions
and then alignments of the promoter regions could be carried out in co-regulated

genes with characteristics in common.
Cis element pattern searches

There are two approaches widely used in the study of cis elements: one is the
submission of a promoter sequence in the database, which returns the known and
annotated cis elements in that region; another way is an alignment program which will
recognize and identify repeating patterns of short sequences. In this work these two
tests were made, so that the data corroboration could provide us more consistency

and uniqueness of the results obtained.

To obtain information about reported cis elements, we used the platform of PLACE
database on the cis-acting regulatory elements for vascular plants [12]. We calculated
the Z score for each cis element found. This value indicates the probability of the result
found to be random. A cutoff of 0.05 (or 5%) is commonly used to eliminate false

positives [9].

To search for new patterns of occurrence of cis elements, the MEME tool was used. Its
algorithm has been used for the discovery of DNA motifs [13]. The MEME works with
the promoter regions of genes that are co-regulated. It constructs motif models of the

most conserved regions and then combines these models with a linear framework of



HMM (Hidden Markov Model) [14], being the most conserved regions given as hits

from patterns of occurrence of motifs.
Analysis

The predicted cis elements with greater frequency obtained from the PLACE database
for Arabidopsis thaliana were compared with those obtained for more frequent Oryza
sativa by the same process. Thus, it was possible to observe if there was any pattern of
occurrence of predicted cis elements in genes whose expression is altered under

flooding stress.

From the results obtained by the alignment of sets of promoters for the four species:
Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Glycine max and Zea mays, the cis element
occurrence patterns were sorted among groups of genes with common features, as
follows: 1) glycolysis, gluconeogenesis and fermentation, 2) heat shock proteins (HSPs),
3) cytochrome P450, 4) respiratory chain, and 5) other (with unknown function,

protein binding and signaling)
Results and Discussion
Gene annotation and homologous searching

The number of genes meeting our set standards, i.e., discarding those that might not
have their nucleotide sequences annotated and others that had no counterpart found
in each species, were: Oryza sativa, 182 genes; Arabidopsis thaliana, 155 genes;

Glycine max, 144 genes; Zea mays, 166 genes.

During the search for homologous some sequences were not included due to low
similarity and low e-value. There was a considerable amount of duplication between
the genomes, especially among the monocot Oryza sativa and the dicotyledons
Arabidopsis thaliana and Glycine max. We can infer from these duplications most
observed in rice is that this species probably has a larger number of genes that
respond to flooding in relation to the others in this study. In fact, rice has
morphological, physiological, biochemical, and genetic characteristics, which strongly

support the plant when it’s submerged in water. Polyploidization events may have had



important consequences in plant evolution, particularly in the eradication and

adaptation of species and for the modulation of functional capacities [15].

Digital microarray profile for Arabidopsis thaliana and Oryza sativa genes

The digital microarray profile obtained for Arabidopsis and rice confirmed the data
obtained in the literature that these genes respond to the stress of hypoxia and anoxia.
For this analysis we used the Genevestigator tool which has a database of 5,747 genes
from microarray experiments from Arabidopsis thaliana and 305, under various

conditions, the developmental stages and anatomy.

Analysis of the predicted cis element results

Quite different frequencies were observed between the cis elements in Arabidopsis
thaliana promoters. Some were found in only one promoter, while others were
observed in 38 or 39 promoters (Table 1). This approach allows analysis of cis elements
in order to observe the amount of TFs that possibly influence the regulation of gene
expression under flooding, also providing the key genes in this process. They are genes
whose promoters contain a greater amount of binding sites of TFs, in other words rich
in cis elements.

Table 1. Frequently found cis elements in promoters of 155 flooding stress
responsive genes in Arabidopsis thaliana.

Cis elements Number of promoters (frequency)
ACGTABOX 39 (25%)
LECPLEACS2 39 (25%)

BOXLCOREDCPAL 38 (24%)
MYBPLANT 35 (22%)
RBCSCONSENSUS 34 (22%)
TATAPVTRNALEU 31 (20%)
MYB2AT 30 (19%)
WBOXNTCHN48 29 (19%)
CURECORECR 28 (18%)
LTRE1IHVBLT49 28 (18%)
POLASIG2 27 (17%)
SEFIMOTIF 27 (17%)
SEF4AMOTIFGM7S 27 (17%)

SP8BFIBSP8BIB 27 (17%)




BOXIINTPATPB 25 (16%)

SV40COREENHAN 25 (16%)
-10PEHVPSBD 24 (15%)
MYB1AT 24 (15%)
PYRIMIDINEBOXHVEPB1 24 (15%)
TAAAGSTKST1 24 (15%)
CCA1ATLHCB1 23 (14%)
MYB2CONSENSUSAT 22 (14%)
MYB1LEPR 21 (13%)
ACGTATERD1 20 (13%)
CPBCSPOR 20 (13%)
HDZIP2ATATHB2 20 (13%)
HEXMOTIFTAH3H4 20 (13%)

These results suggest that these flooding responsive genes should be more sensitive to
a greater number of signals, because their promoter regions have a variety of cis-
acting elements and, therefore, participate in a range of metabolic pathways. Besides,
the cross talk between TFs that promote changes in the regulation of several genes
may enable plants to respond to the environment. The protein family classification of
the 25 genes with higher number of cis elements in their promoters gives an idea of
what are the key mechanisms that these same genes are involved and that the
processes of glycolysis, gluconeogenesis, fermentation, HSPs and proteins of the

respiratory chain are likely to be key points in the discovery of flooding tolerance.

The cis elements found for Oryza sativa are more numerous in comparison to
Arabidopsis thaliana (Table 2). This may indicate a more refined regulation of the rice
genes for flooding tolerance, leading to a greater versatility in signal perception. A
total of 39 genes from rice have at least 20 cis regulatory elements in their promoters.
This number is more expressive than the 26 found for the same number in Arabidopsis
promoters, which may indicate that the greater the amount of cis elements, the
greater the ability to tolerate stress. Furthermore, almost twice (48) the genes in Oryza
sativa have at least 18 cis elements in their promoters when compared to Arabidopsis

thaliana (25).



Table 2. Frequently found cis elements in promoters of 182 flooding stress
responsive genes in Oryza sativa.

Cis elements Number of promoters (frequency)

ACGTTBOX 42 (23%)

LTRE1HVBLT49 41 (22%)

HEXMOTIFTAH3H4 38 (21%)

TGACGTVMAMY 36 (29%)

ACGTCBOX 32 (17%)

AMYBOX1 31 (17%)

REBETALGLHCB21 31 (17%)

CRTDREHVCBF2 30 (16%)

RHERPATEXPA7 30 (16%)

SEF1IMOTIF 29 (16%)

SVAOCOREENHAN 27 (15%)

SPSBFIBSPSBIB 26 (14%)

RYREPEATGMGY2 25 (14%)

AACACOREOSGLUB1 24 (13%)

PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A 24 (13%)

IBOXCORENT 23 (13%)

OSE1ROOTNODULE 22 (12%)

ACGTABREMOTIFA20SEM 21 (11%)

CCAATBOX1 20 (10%)



The same way as found in Arabidopsis, rice genes related to glycolysis,
gluconeogenesis, fermentation, and HSP emerge to be the more representative
processes regarding the number of common regulatory elements found in their

promoters.

From the comparison of data obtained from the analysis of Arabidopsis and rice
promoters, we got the most common cis elements between these two species (Table
3, they are. These are therefore the most representative cis elements found in genes
that have their expression altered, when the plant is under flooding stress (anoxic),
existing in both species Arabidopsis thaliana and Oryza sativa. These are important
points of study to understand the mechanisms used by the plant when developing

under such stress.

Table 3. Most common cis elements names and sequences between Arabidopsis and rice,

Cis element Sequence
ACGTABOX TACGTA
ACGTATERD1 ACGT
CURECORECR GTAC
HEXMOTIFTAH3H4 ACGTCA
LTRE1HVBLT49 CCGAAA
MYB2AT TAACTG
PYRIMIDINEBOXHVEPB1 TTTTTTCC
SEF1IMOTIF ATATTTAWW
SP8BFIBSP8BIB TACTATT
SVA0COREENHAN GTGGWWHG
TAAAGSTKST1 TTTATATA
TATAPVTRNALEU

TTTATATA




For the 25 genes of Arabidopsis thaliana and Oryza sativa with the promoter regions
richer in cis elements, those that fit the groups related to glycolysis, gluconeogenesis,
fermentation and HSPs, stood out, reaching 65% in Arabidopsis and 64% in rice (Figure

1).

Frequency of 25 promoters with the highest number of cis
elements in groups related to the their genes functions.

i i i Oryza sativa
Arabidopsis thaliana = Glycolysis, 12

Gluconeogenesis,
Fermentation

B HS5Ps
W P450 citochrome

W Respyratory chain

M Others

Figure 1. Distribution of 25 of Arabidopsis thaliana and Oryza sativa promoters with the largest
number of cis elements in groups related to their gene functions.

Therefore, these groups are most representative genes in Arabidopsis and rice that have their
gene regulation altered when exposed to the stress of anoxia. These data might suggest
that these pathways may play a role in gene regulation mechanisms in response to

flooding.

Among the cis elements that had a number of occurrences equal to or greater than 20, we
analyzed its conservation within each class. Tables 4 and 5 refer to the five most preserved
elements, and its occurrence in the group, in Arabidopsis thaliana and Oryza sativa,

respectively.



Table 4. Most conserved cis elements in the classes for Arabidopsis thaliana.

Cis element Sequence Group Ocorrence in Species
the group

MYB2AT TAACTG GGF 13 Arabidopsis thaliana
RBCSCONSENSUS AATCCAA GGF 11 Arabidopsis thaliana
BOXLCOREDCPAL ACCWWCC GGF 10 Arabidopsis thaliana
MYBPLANT MACCWAMC GGF 10 Arabidopsis thaliana
SVA0COREENHAN  GTGGWWHG GGF 10 Arabidopsis thaliana
LECPLEACS2 TAAAATAT P450 12 Arabidopsis thaliana
ACGTABOX TACGTA P450 11 Arabidopsis thaliana
MYBPLANT MACCWAMC P450 11 Arabidopsis thaliana
BOXLCOREDCPAL ACCWWCC P450 10 Arabidopsis thaliana
CURECORECR GTAC P450 9 Arabidopsis thaliana
ACGTABOX TACGTA HSP 11 Arabidopsis thaliana
TATAPVTRNALEU TTTATATA HSP 11 Arabidopsis thaliana
LECPLEACS2 TAAAATAT HSP 9 Arabidopsis thaliana
SEF1IMOTIF ATATTTAWW HSP 8 Arabidopsis thaliana
SP8BFIBSP8BIB TACTATT HSP 7 Arabidopsis thaliana
LECPLEACS2 TAAAATAT RC 7 Arabidopsis thaliana
POLASIG2 AATTAAA RC 6 Arabidopsis thaliana
BOXLCOREDCPAL ACCWWCC RC 5 Arabidopsis thaliana
SEFAMOTIFGM7S RTTTTTR RC 5 Arabidopsis thaliana
ACGTATERD1 ACGT RC 5 Arabidopsis thaliana

Note: GGF refers to glycolysis, gluconeogenesis and fermentation, P450 to P450 cytochrome,
HSP to heat shock protein and RC to respiratory chain.

From these data it is possible to observe the most conserved cis elements among groups and
species. The cis element ACGTABOX is observed in both specie, regarding only the groups
related to glycolysis, gluconeogenesis and fermentation (GGF) and respiratory chain. Thus, it
might be an important motif in controlling the gene regulation when these plants are

submitted do flooding.

Others elements are more represented only in one species, like MYBPLANT in Arabidopsis and
ACGTTBOX in rice, these are likely to be motifs that participate in the plant gene regulation in a
restricted way, i.e., controlling some genes on specific plant family, maybe like exclusive to

monocots or dicot.



Table 5. Most conserved cis elements in the classes for Oryza sativa.

Cis element Sequence Group Ocorrence in Species
the group

ACGTABOX TACGTA GGF 16 Oryza sativa
HEXMOTIFTAH3H4 ACGTCA GGF 16 Oryza sativa
T/GBOXATPIN2 AACGTG GGF 14 Oryza sativa
CRTDREHVCBF2 GTCGAC GGF 13 Oryza sativa
ACGTTBOX AACGTT GGF 12 Oryza sativa
LTRE1HVBLT49 CCGAAA P450 15 Oryza sativa
TATABOX3 TATTAAT P450 14 Oryza sativa
ACGTABOX TACGTA P450 13 Oryza sativa
SEF1IMOTIF ATATTTAWW P450 13 Oryza sativa
ACGTTBOX AACGTT P450 12 Oryza sativa
ACGTCBOX GACGTC HSP 14 Oryza sativa
BS1EGCCR AGCGGG HSP 12 Oryza sativa
ACGTABOX TACGTA HSP 9 Oryza sativa
TATABOX3 TATTAAT HSP 9 Oryza sativa
TGACGTVMAMY TGACGT HSP 9 Oryza sativa
ACGTABOX TACGTA RC 6 Oryza sativa
TGACGTVMAMY TGACGT RC 6 Oryza sativa
GT1CORE GGTTAA RC 6 Oryza sativa
ARFAT TGTCTC RC 6 Oryza sativa
ACGTTBOX AACGTT RC 5 Oryza sativa

Note: GGF refers to glycolysis, gluconeogenesis and fermentation, P450 to P450 cytochrome, HSP to
heat shock protein and RC to respiratory chain.

Analysis of new cis elements patterns results

For each species studied, their promoter regions were grouped according to the
function of each gene and therefore we searched patterns of occurrence of
intraspecific and interspecific conserved DNA motifs, according to frequency,
repetition, and focus groups of motives. Besides, promoters can be highlighted by the

number of times they were observed within each group and/or species.

Among the most frequent motifs in the promoters group related to glycolysis,
gluconeogenesis and fermentation, we observed a strong similarity between the
motifs CG[CG]C[CG][AC][CG]G[GC][GC][GC][GC], GC[CG]G[CG][CG]C[GT][CG]G[CT]C
and GG[CT]G[GA][CA]G[GA]CG[GA][CG], which can generate a consensus motif, such
as: [GC][GC]C[CG]GC[GC]GCG[GC(][CG], generated from the combination of the three
previous, present in Oryza sativa and Zea mays (Table 5). This DNA pattern may be

related to mechanisms of regulation of gene expression of genes that were found.



Table 5. Distribution of most common motifs in promoters of genes belonging to Glycolysis,
Gluconeogenesis and Fermentation (GGF).

Motif o'::::'::;;fs Group Species

A[GAJAAAAA[AG]AAAA 46 GGF Art‘,’z './‘::np:is
[TCITTICTI[TCITTTTTCT 50 GGF A;‘;’Z ':;5:5
[CGITCITG][TGITCTCTITC](CT] 29 GGF A;ZZ"::::S
C[TCIC[CTICCIATC][CT][CA]CC 32 GGF  Oryza sativa
CG[GC]C[GC][CAI[CG]GIGC][GC][GC][GC] 50 GGF  Oryza sativa
AAAAAAAAAGAA 46 GGF Oryza sativa
[GA][AG]G[AG][GA][GA]G[AG]G[GA]A[GA] 39 GGF Oryza sativa
TTTTTTTT[CTA]ITTT 44 GGF Oryza sativa
C[TC]CICTICCIATCI[CT][CAICC 32 GGF  Glycine max
[CGIGT[GCIGIGTI[AGC][GT][TAIGG[CTG] 23 GGF  Glycine max
AAAAA[AT]AAAA 48 GGF Glycine max
TTTTTCI[TCAITTITCITITCIT 47 GGF  Glycine max
AA[ATI[ACIAATIAIAG][TAJAA 49 GGF Zea mays

TTTITGITTTTIGCITTT 45 GGF Zea mays

GC[CG]G[GC][CG]C[GT][CGIG[CT]IC 36 GGF Zea mays

GG[CT]G[GA][CA]G[GA]CG[GA][CG] 36 GGF Zea mays

Despite being quite similar, the motifs CG[CG][CG][CG][CG]C[GC] and
GCGG[CG]GC[CG]CGGC[GC][GCA], related to the respiratory chain and found in the
species Oryza sativa and Zea mays may have a consensus motif -
[CG]GCG[GC]C[CG]G[CG]CG - and maybe have the same function in relation of

possible TFs binding relationship (Table 6).



Table 6. Distribution of most common motifs in promoters of genes belonging to the
respiratory chain (RC).

. Number of .
Motif Group Species
occurrences

CG[CG][GC][GC][CG]C[GC]GCG 27 CR Oryza sativa

[ATIAT[AT]AAAA[AG]AA 27 CR Oryza sativa

AAAATAG][AG]AA[AG][CA]A 20 CR Glycine max

GAA[ACJAAA[AG]AAA 20 CR Glycine max

T[TAJ[AGTCC]TTT[TC]T[TC]TT 30 CR Zea mays

CCT[TG][CG][CG][CT]CTCC 22 CR Zea mays




Conclusions

Our in silico analysis showed that there is greater homology between monocots (Oryza
sativa and Zea mays), and between dicotyledonous (Arabidopsis thaliana and Glycine
max) genes responsive to flooding stress. There is also a greater amount of duplication
of Oryza sativa flooding tolerance genes, reinforcing the idea that this species has
many complex genetic mechanisms, probably because during its evolution this plant

acquired the ability to develop under the flooding fields.

From 259 cis elements found in PLACE for all promoters of Arabidopsis and rice, 12
(4.6%) of them are common to both species, and are distinguished by having high
frequency. These cis elements should be focus of studies for understanding the

mechanisms of gene regulation under the hipoxia/anoxia stress.

Using the MEME program, and alignment of gene promoters regions of the four
species studied, two consensus motifs could be found among the species Oryza sativa
and Zea mays. These could represent new cis elements patterns, because they had
relatively high occurrences in the gene promoters and they are related to conserved

sequences in monocots.

The analysis here presented show important points for future studies related to the
waterlogging stress and unmasking molecular tolerance mechanisms to this typical
stress. From the data generated, it is possible to guide experiments on genetic
transformation with target genes and/or cis elements and to try to attribute some
characteristic in plants, like those found in rice, so they can develop in an environment

with O, deprivation.

In silico studies, as well as the use of the available tools are therefore useful for the
scientific community, where a large amount of data is generated every day and they
need to be treated, sorted and organized so that we can infer about biological

functions with more precision.
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Figure 1 - Distribution of 25 of Arabidopsis thaliana and Oryza sativa promoters with
the largest number of cis elements in groups related to their gene functions.
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Table 1 - Frequently found cis elements in promoters of flooding stress responsive
genes in Arabidopsis thaliana.

Table 2 - Frequently found cis elements in promoters of flooding stress
responsive genes in Oryza sativa.
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rice,

Table 4 - Most conserved cis elements in the classes for Arabidopsis thaliana.

Table 5 - Most conserved cis elements in the classes for Oryza sativa.

Table 6 - Distribution of most common motifs in promoters of genes belonging to

Glycolysis, Gluconeogenesis and Fermentation (GGF).
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respiratory chain (RC).



Anexo 1

Script em linguagem Phyton para o corte e reversao das
regidbes promotoras.



#1/usr/bin/python

HHH R H A R A AR

HHHH
# #
# AUTOR.........: Paulo R. Silla - paulo.silla@gmail.com

#
# DESCRICAO.....: Script que recebe como entrada um arquivo de
sequencias no #
# formato .fasta e escreve em um arquivo de saida,
tambem no #
# formato .Fasta, com as mesmas sequencias, porem
limitadas #
# a uma quantidade de nucleotideos, informado na
entrada. #
# COMO UTILIZAR.: 0 script deve ser executado em linha de
comando, do #
# seguinte modo: #
# python corte.py arquivo_entrada arquivo_saida S N
#
# Onde: #
# S - sentido da sequencia, admitindo "p* (plus)
ou #
# *m® (minus); #
# N - numero de nucleotideos que serao inseridos
em #
# arquivo_saida, para cada sequencia.
#
# #

HHH AR AR R
HAH R R AR

import sys

#Metodo que obtem a sequencia de saida e a organiza em linhas de 70
colunas (formato Fasta)
def trata_sequencia(sequencia, corte, sentido):

sequencia = sequencia.replace("\t","")

sequencia = sequencia.replace("\n","")

sequencia = sequencia.replace("\r","")

tamanho = len(sequencia)

sequencia = sequencia[tamanho-corte:]

#obtem a sequencia da fita complementar, caso o sentido seja
Minus
if sentido == "M":

sequencia = sequencia[::-1]
sequencia = sequencia.replace("A","t")
sequencia = sequencia.replace("T","a")
sequencia = sequencia.replace('G","c™)
sequencia = sequencia.replace('C","g")
sequencia = sequencia.upper()

count = O

seq = "

for i in range(corte / 70):

n
nicio = (i * 70)
im = i@nicio + 70
seq += sequencia[inicio:fim]+"\n"
count += 70
cio = count



seq += sequencia[inicio:fim]+"\n"
return seq

#Realiza a leitura do arquivo de entrada e grava os dados no arquivo
de saida
def leitura_arquivo(entrada, saida, corte, sentido):

file_in = open(entrada, "r")
file_out = open(saida, "w")
sequencia = **

try:

for Lline in Ffile_in:
it line[0] !'= "A" and line[O]
"C" and line[0] != "G":
if sequencia 1= "":
seq = trata_sequencia(sequencia, corte,

I= *"T" and line[0] !=

sentido)

file_out.write(seq)
sequencia = "*
info = =~

Ffile_out.write(line)

else:
sequencia += line
finally:

file_in.close()

seq = trata_sequencia(sequencia, corte, sentido)
file_out.write(seq)

file_out.close()

def main(argv):

sentido_fita = "MP*

it ( (Ien(argv) = 5) or (sentido_fita.find(argv[4].upper()) ==
-1) or (argv[3]-isdigit() False) ):

print
print
print
print
print
*m* (minus);"
print

"Parametro(s) invalido(s) na linha de comando."
“"Utilize:"

"python corte.py arquivo_entrada arquivo_saida S N"
""Onde:""

"S - sentido da sequencia, admitindo “p" (plus) ou

"N - numero de nucleotideos que serao inseridos em

arquivo_saida, para cada sequencia."
return O

corte =
sentido =
entrada =

int(argv[3])
argv[4].upper()
argv[1]

saida = argv[2]

dados =

leitura_arquivo(entrada, saida, corte, sentido)
return 1
if __name__ == "__main__":

main(sys.argv)
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