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1 INTRODUCAO

O arroz é um dos mais importantes grdos em termos de valor econémico. Os
paises em desenvolvimento tém no arroz uma importante cultura sob o ponto de
vista social e econémico, pois este é considerado um dos alimentos com melhor
balanceamento nutricional, que se adapta a diferentes condi¢cdes de solo e clima
(AZAMBUJA et al., 2004).

A produgao mundial de arroz em casca em 2010 foi aproximadamente 672
milhdes de toneladas em uma area de 153 milhfes de hectares (FAO, 2012). O
Brasil ocupa a 9° posicdo, segundo a CONAB (Companhia Nacional de
Abastecimento) (2012) e produziu 11,66 milhdes de toneladas, nesse mesmo ano,
tendo o Rio Grande do Sul como principal estado produtor, responsavel por 63% da
producédo nacional.

Genes argonautas e proteinas relacionadas séo efetores de mecanismos de
silenciamento de RNA, em que mRNAs séo clivadas, a traducdo de proteinas é
suprimida, ou modificagdes epigenéticas séo introduzidas no DNA (HAVECKER et
al., 2010). A maioria dos trabalhos realizados com esses genes foram na espécie
Arabidopsis thaliana, como o de Sorin et al. (2005) que demonstraram que em
resposta a auxina exdgena um gene dessa familia alterava a capacidade de
producdo de raizes adventicias. Além disso, Segundo Miyashima et al. (2009), o
gene agol atua na padronizacéo radial da raiz e a perda de funcdo desse gene
perturba a assimetria radial do tecido radicular.

Elementos cis-acting séo regides do DNA que atuam como interruptores
moleculares envolvidos na regulagdo da transcricdo de uma rede génica dinamica
(STRAHLE & RASTEGAR, 2007). O conhecimento dos elementos presentes na
regido promotora de genes argonautas em arroz, contribuird para a compreensao
dos sistemas reguladores da expressdo da rede génica em que esses genes
participam, desta forma, o objetivo desse trabalho é identificar os elementos cis-
acting presentes na regiao promotora de genes argonautas em arroz.

2 MATERIAL E METODOS

Sequéncias de DNA dos genes argonautas de Arabidopsis, foram obtidas do
National Center for Biotechnology Information — NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
Apos, foram encontrados genes de arroz que apresentaram similaridade com essas
sequéncias, utilizando o programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990). Sequéncias
com e-value menor ou igual que 1e™*® e com minimo de 70% de cobertura entre
proteinas, foram consideradas como candidatas. Baseados nas informacfes de
localizacdo dos genes no NCBI, através da visualizagdo com a ferramenta
MapViewer, foram selecionadas sequéncias de DNA a 1000 pb (pares de bases) da
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regido promotora destes genes (regido upstream). As regides promotoras dos genes
foram investigadas quanto a abundéancia de elementos cis-acting, através da
utilizacdo do programa “Signal Scan Search” do portal “PlantCis-acting Regulatory
DNA Elements” (PLACE) (HIGO et al., 1999). Os elementos cis-acting encontrados
nos promotores foram submetidos a uma analise estatistica (calculo do teste z), com
a hipotese que os elementos encontrados possuem funcdo biolégica e néo
apresentam uma distribuicdo ao acaso no genoma.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

ApoOs a analise de similaridade entre genes de Arabidopsis e arroz, foram
identificados seis genes da familia Argonauta (Tab.1).

Tabela 1- Genes estudados, cromossomo em que se encontram, localizagdo no cromossomo,
tamanho e nimero de exons de genes de arroz similares aos de Arabidopsis thaliana.

Gene Cromossomo Localizacdo (pb) Tamanho (pb) Exons
agol 2 27360225-27348668 11.557 23
ago2 4 31273104-31277349 4,245 3
ago3 4 3539549-3532133 7.416 22
ago4 3 33166818-33158131 8.687 23
agos 7 9500265-9492708 7.557 11
ago6b 3 19050105-19054171 4.006 3

O resultado prévio de ocorréncia dos elementos cis-acting nos promotores
estudados demonstrou 160 diferentes desses elementos, descritos no portal PLACE.
Porém, 96 destes (33%), foram identificados com ocorréncia significativa no
genoma, apos a analise com o teste z (Tab.2). A média de ocorréncia de elementos
cis-acting foi de 23, e em média, 11 diferentes elementos cis-acting foram
encontrados por locos. Dentre os promotores, 0 ago5 foi o que apresentou um maior
namero de elementos encontrados (43), ja no loco ago6 foram encontrados apenas
12 elementos. O numero de elementos cis-acting por loco juntamente com a
ocorréncia total dos diferentes elementos, indicam que existe uma grande
quantidade e diversidade de elementos cis-acting presentes nas regides promotoras

desses genes.
Tabela 2-Promotores dos genes do genoma de arroz, quantidade de elementos, nimero de diferentes
elementos por loco, numero médio de cada elemento.

Loco Quantidades de Diferentes
elementos * elementos porloco  NUmero médio de cada elemento por loco

agol 17 10 1,7
ago2 14 10 1,4
ago3 31 14 2,2
ago4 18 12 15
ago5 43 11 3,9
ago6 12 9 1,3

* Significativo a 5 %

Os promotores que apresentaram o maior numero de diferentes elementos
cis-acting, ndo necessariamente foram 0S mesmos que revelaram as maiores
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ocorréncias totais, demonstrando que alguns elementos apresentaram maior
ocorréncia do que outros. Como € o caso do elemento CAATBOX1, com uma alta
ocorréncia no gene ago6, que segundo Shirsatet al.,1989, que regula a atividade do
gene legumin que em ervilha é responsavel pelo enchimento de grado, assim como o
EBOXBNNAPA que foi identificado como responsavel pela regulacdo do gene napA
que atua no armazenamento de proteina no grdo em canola (STALBERG et al.,
1996). No promotor do loco ago3 dois elementos (NODCON1GM e
OSE1ROOTNODULE) foram previamente identificados em promotores de genes de
soja e fava, e atuam em nddulos de raizes infectadas por bactérias fixadoras de
nitrogénio (SANDAL et al; 1987; FEHLBERG et al., 2005). Esses dados sdo um
indicativo que o gene ago6 participa do enchimento de grdos e o0 ago3 esta
relacionado com o desenvolvimento radicular em arroz. Porém, além da utilizacdo de
futuros algoritmos de bioinformatica, é necessaria também, a utilizacdo de
ferramentas de biotecnologia, como, sequenciamento, clonagem de promotores,
transformacdo genética e andlise de expressdo génica para a validacdo da
participacdo desses elementos na regulacdo dos genes estudados, bem como a
atuacdo desses genes no fenotipo.

Tabela 3-Elementos com maior ocorréncia em cada um dos promotores dos locus estudados.

Loco Elementos cis-acting (nimero de ocorréncia no locos)
agol TAAAGSTKSTL1 (3)

ago2 EECCRCAHL1 (3)

ago3 NODCON1GM (5), OSEIROOTNODULE (5)

ago4 DPBFCOREDCDCS (3), INRNTPSADB (3)

ago5 CAATBOX1 (11), EBOXBNNAPA (8)

ago6 POLASIG1 (3)

4 CONCLUSAO

Foram encontrados 6 genes argonautas em arroz similares aos de
Arabidopsis.

Um total de 96 diferentes elementos cis-acting estdo presentes nas regides
promotoras estudadas.
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