UNIVERSIDADE FEDERAL DO PAMPA

FERNANDA DA LUZ SOUTO

IDENTIFICACAO DE MOTIVOS CONSERVADOS E PROSPECCAO DE
MARCADORES EST-SSR EM GENES RESPONSAVEIS PELA HOMEOSTASE DE
METAIS PESADOS EM PLANTAS

Sao Gabriel

2015



FERNANDA DA LUZ SOUTO

IDENTIFICACAO DE MOTIVOS CONSERVADOS E PROSPECCAO DE
MARCADORES EST-SSR EM GENES RESPONSAVEIS PELA HOMEOSTASE DE
METAIS PESADOS EM PLANTAS

Trabalho de Conclusdo de  Curso
apresentado ao Curso de Biotecnologia da
Universidade Federal do Pampa, como
requisito parcial para obtencédo do Titulo de
Bacharel em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Filipe de Carvalho
Victoria

Sao Gabriel
2015



FERNANDA DA LUZ SOUTO

IDENTIFICACAO DE MOTIVOS CONSERVADOS E PROSPECGAO DE
MARCADORES EST-SSR EM GENES RESPONSAVEIS PELA HOMEOSTASE DE
METAIS PESADOS EM PLANTAS

Trabalho de Conclusao de  Curso
apresentado ao Curso de Biotecnologia da
Universidade Federal do Pampa, como
requisito parcial para obtencdo do Titulo de
Bacharel em Biotecnologia.

Trabalho de Concluséo de Curso defendido e aprovado em: 23/ 01/ 2015

Banca examinadora:

(;fw\ Jhoce

Dr°. Filipe de Carvalho Victoria

Orientador
] UNIPAMPA

/

l' d»(r //6& JJ¥ [ b"1‘7"1/(/\

Prof Dra Margeli Pereira de/AIbuquerque
UNIPAMPA

=




Dedico este trabalho aos meus pais,
por todo amor, ensinamentos,

apoio e incentivo.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por conduzir meus caminhos nos momentos mais dificeis.

A minha familia.

Aos meus pais, Luiz Augusto e Zelma, que apesar de todas as dificuldades me
deram a melhor coisa que os pais podem dar aos seus filhos, educacéao.

Aos meus irméos Patrique e Rayssa.

A minha Vo Edi.

A minha tia Hilda, sem ela certamente n&o estaria concluindo mais essa etapa em
minha vida.

Aos meus dindos Paulo e Luci pelo apoio incondicional durante toda a minha vida.
Ao meu namorado Deivisson, pelo apoio e incentivo.

A minha amiga e colega Bruna, pela amizade, companheirismo, bem como pela
colaboracéo e apoio na execucao deste trabalho.

A minha amiga Karine, pela amizade, companheirismo, bem como pela colaboracéo
e apoio na execucdo deste trabalho.

A minha amiga Daiane, pela amizade, companheirismo, bem como pela colaboracg&o
e apoio na execugao deste trabalho.

Ao grupo de pesquisa NEVA, pelo apoio durante a elaboragéo deste trabalho.

Ao professor Dr° Filipe de Carvalho Victoria, pelos ensinamentos durante todo o
processo de elaboracdo desse trabalho e orientacao.

A todos os professores da Unipampa que participaram da minha formacdo por todo
0 conhecimento transmitido.

A todos meus amigos, alguns apesar de se encontrar mais distantes, mas sempre
incentivando a conquista desse sonho.

A todos que de alguma forma contribuiram para a realizacéo deste trabalho.

Muito obrigada!



“A vida nem sempre segue a
nossa vontade,
mas ela é perfeita naquilo

gue tem que ser.”

Chico Xavier



RESUMO

Os metais pesados podem ser considerados toxicos quando em concentracdes
elevadas dentro da célula. Com o decorrer da evolucdo as plantas desenvolveram
mecanismos adaptativos para lidar com o excesso de metais pesados, alguns
mecanismos de defesa podem ser chamados de motivos conservados, que tem a
funcdo de manter a homeostase correta desses metais na célula. Uma ferramenta
que torna possivel o estudo de motivos conservados, sdo 0s marcadores
moleculares, estes se baseiam na variagcao natural da sequéncia de bases do DNA,
e ndo sao influenciados por diferentes condicdes ambientais nem fisiolégicas do
organismo, sendo utilizados em analises genéticas. O presente trabalho tem como
objetivo prospectar marcadores moleculares através da identificacdo de motivos
conservados em genes relacionados com o metabolismo de metais pesados em
plantas, utilizando estes marcadores em testes in vivo. Os experimentos foram
desenvolvidos no laboratério do Nucleo de Estudos da Vegetacdo Antartica, da
Universidade Federal do Pampa, Sado Gabriel- RS, Brasil. As sequéncias utilizadas
neste estudo foram selecionadas usando o nimero de acesso GenBank fornecido
por Victoria et al. (2012), de diferentes espécies de plantas, sendo elas Oryza sativa
L., Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch & Schimp. e Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh. Para a busca dos motivos conservados foi utilizado o programa online,
Multiple Em For Motif Elicitation (MEME). E possivel através de uma ferramenta do
MEME, encontrar a funcao de cada motivo conservado, essa ferramenta é nomeada
Motif Comparison Tool (TOMTOM). Foram analisadas setenta e seis sequéncias,
separadamente por sua familia génica (FRO, IRT, NAS, RAMP, YSL e ZIP).
Primeiramente as sequéncias foram submetidas as analises no MEME, identificando
trés motivos para cada familia génica, e foi utilizada a funcdo TOMTOM, para
analisar se os motivos encontrados estdo reconhecidamente relacionados a genes
responsaveis por homeostase de metais pesados em plantas, todos foram
identificados como ligantes de metais do tipo Zinc-coordinating. A partir destes
resultados foram prospectados treze pares de primers no programa SSRLOCATOR

e estes marcadores foram testados in vivo.

Palavras- chave: Sequéncias. MEME. TOMTOM. In silico. Zinc- coordinating.



ABSTRACT

Heavy metals can be considered as toxic in high concentrations within the cell. With
the elapse of evolution plants have developed adaptive mechanisms for dealing with
heavy excess metals, some defense mechanisms may be called conserved motifs,
which has the function of maintaining homeostasis correct of those metals in the cell.
A tool that makes possible the study of conserved motifs, are the molecular markers,
these if are based in the natural variation of DNA base sequence, and are not
influenced by different conditions environmental nor physiological of organism, being
used in genetic analysis. This paper aims to prospect molecular markers through
identifying conserved motifs in genes related to the heavy metal metabolism in
plants, using these markers in vivo tests. The experiments were conducted in the
laboratory of the nucleus of vegetation studies Antarctic, of the Federal University of
Pampa, San Gabriel-RS, Brazil. The sequences used in this study were selected
used the GenBank accession number provided by Victoria et al. (2012), of different
plant species, they being Oryza sativa L., Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch &
Schimp. the Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. For search of conserved motifs we
used the online program, Multiple Em For Motif Elicitation (MEME).It is possible
through a MEME tool, find the function of each conserved motif, that tool is named
Motif Comparison Tool (TOMTOM). Were analyzed seventy-six sequences,
separately by its genic family (FRO, IRT, NAS, RAMP, YSL and ZIP). Firstly the
sequences were submitted to analysis in MEME, identifying three motives for each
genic family, and was used the function TOMTOM, to analyze whether the motifs
found are admittedly related responsible genes for homeostasis of heavy metals in
plants, all were identified as metal ligands Zinc-coordinating. From these results were
prospected thirteen pairs of primers in SSRLOCATOR program and these markers

were tested in vivo.

Key words: Sequences. MEME. TOM TOM. In silico. Zinc- coordinating.
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1 INTRODUCAO

Os metais pesados constituem um dos poluentes mais toxicos a vida, pois sao
reativos e bioacumulaveis, ficando retidos no ecossistema podendo causar
alteracdes na flora e fauna. Podem ocorrer naturalmente, e sdo essenciais para o
crescimento das plantas. No entanto, as atividades humanas tém introduzido altas
cargas desses elementos no ambiente pela contaminacdo das aguas e do solo
causando estresse nas plantas, que estao sob influéncia de tais metais (SANTOS et
al., 2004).

Diversos mecanismos evoluiram para controlar a concentracdo e o estado em
diferentes elementos que se encontram dentro da célula, de forma a direcionar as
reacoes metabodlicas e impedir interacbes que causem dano ao organismo. Entre
esses elementos essenciais encontramos metais como ferro (Fe), cobre (Cu), zinco
(Zn), niquel (Ni), manganés (Mn) e cobalto (Co) (CLEMENS, 2006). As propriedades
fisico-quimicas desses elementos de transicdo permitem diversas reacodes
metabdlicas, como transferéncia de elétrons e a oxidacdo de moléculas. Essas
mesmas propriedades fazem com que os metais sejam potencialmente tdéxicos ao
interagir sem controle e danificando elementos da célula. Por esse motivo, um
organismo vivo precisa de diversos mecanismos para manter a homeostase correta
de cada um desses elementos (DUPONT et al., 2010).

Com o avanco da bioinformética e utilizacdo de programas que envolveram
estatistica e biologia molecular (PROSDOCIMI et al., 2002), é possivel identificar se
0S genes sao expressos ou reprimidos através da interacdo com proteinas
reguladoras, estas proteinas ligam-se a montante as regides reguladoras dos genes
de modo a atrair ou bloquear a acdo da RNA polimerase, as proteinas reguladoras
ligam-se a uma pequena sequéncia de DNA — MOTIVO (Transcription Factor Binding
Site - TFBS), que sao regifes altamente conservadas através de um subconjunto de
proteinas que compartiham a mesma fungdo, tal conservacdo, € devido
principalmente a mais elevada pressao de selecéo (GIBAS et al., 2001).

A prospeccdo de genes esta intimamente ligada a bioinformatica, uma
ferramenta imprescindivel para a analise massiva de dados biolégicos, que permite
identificar genes de interesse a partir da conjugacdo de varias areas da ciéncia e
dados disponibilizados de projetos de sequenciamento de DNA e proteina

(BINNECK, 2004). A analise das sequéncias do gene e o estudo de filogenia sao
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importantes para compreender a histéria evolutiva de um gene e, ajudar no
desenvolvimento de iniciadores (primers) para futuros estudos do gene e de sintenia
entre espécies modelo para monocotiledéneas (Oryza sativa L.), espécies basais
Physcomitrella patens Hedw. Bruch & Schimp. e espécies modelo, como Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh.

O processo de selec@o de gendtipos resistentes pelas técnicas convencionais é
relativamente demorado e de execucdo laboriosa, além de ndo possuir muita
garantia devido a dependéncia de condicbes ambientais adequadas. Técnicas
biotecnologicas, como o0s marcadores moleculares sdo de grande utilidade,
principalmente no processo de caracterizacdo e selecdo de genotipos resistentes. A
selecdo assistida por marcadores moleculares que consiste na incorporacdo de
informacBes dos marcadores moleculares na selecdo de gendtipos (SAM), é rapida
e segura, sendo na atualidade, de fundamental importancia para o processo de
melhoramento genético (DEMORE, 2008).

A utilidade do melhoramento genético é baseada em encontrar fortes ligactes
entre estes marcadores e 0s genes de interesse. Tais ligacfes permitem a inferéncia
da presenca do gene desejado através da identificacdo do marcador. Dessa forma, a
selecdo assistida por marcadores moleculares é uma poderosa ferramenta para a
selecdo indireta de caracteres que apresentam dificuldade de observacao, podendo
acelerar a selecdo das novas geracdes e facilitar os processos de melhoramento de
plantas (TANKSLEY et al.,1989).

Neste contexto, este estudo tem como objetivo prospectar marcadores
moleculares através da identificacdo de motivos conservados em genes
relacionados com o metabolismo de metais pesados em plantas, utilizando estes

marcadores em testes in vivo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Plantas como modelos de estudo

2.1.1 Oryza sativa L.

O arroz (Oryza sativa L.) (Figura 1) pertence a divisdo Magnoliophyta, Classe
Liliopsida, tribo Oryzeae, familia Poaceae, subfamilia Oryzoideae e ao género Oryza
(WATANABE, 1997). O arroz destaca-se também por ser uma planta modelo para
estudos moleculares da familia Poaceae devido ao pequeno tamanho de seu
genoma 430 Mbp (ARUMUGANATHAN & EARLE, 1991), facilidade na manipulacdo
genética e molecular, similaridade genémica com outras monocotiledéneas, ampla
disponibilidade de ESTs (Expressed Sequence Tags), acesso a sequéncias
genbmicas e mapa molecular saturado, além disso, por sua importancia econémica
no Brasil e no mundo (DEVOS & GALE, 2000).

Figura 1- (A) Plantacdo de Oryza sativa, (B) Panicula de Oryza sativa.

Fonte: (A) Fundacion Antana (B) Wikimedia Commons.

2.1.2 Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch & Schimp.

O musgo Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch & Schimp. (Figura 2) é um
importante organismo modelo de desenvolvimento. Como uma briéfita, que

representa uma planta terrestre, os primeiros representantes dos quais estavam
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presentes, pelo menos, 350- 400 milhdes de anos atras (HUEBER, 1961). A fase do
ciclo de vida predominante desses organismos € o gametoéfito hapléide. O genoma
de P. patens foi sequenciado (RENSING et al., 2008), o organismo é transformavel e
pode integrar o DNA exdgeno no seu genoma, por recombinacdo homologa
(SCHAEFER & ZRYD, 1997). A capacidade de direcionar especificamente genes e
substitui- los provou ser uma caracteristica muito Util deste organismo.
Recentemente, P. patens foi usado em um grande numero de estudos examinando a
evolucdo das plantas, fisiologia e metabolismo (COVE, 2005; COVE et al., 2006).

Figura 2- (A) Gametdfito de Physcomitrella patens, (B) Espordfito de Physcomitrella

patens.

Fonte: (A) Agricultural University of Athens, (B) Eurek Alert.

2.1.3 Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.

A Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Figura 3) é uma planta da familia
Brassicaceae e possui muitos ecotipos, dentre estes, Columbia, Landsberg e
Wassilewskija se destacam na sua utilizagdo em pesquisas cientificas (MEWIS et al.,
2005; CHEN et al., 2006). Esta espécie possui uma vasta distribuicdo pela Europa,
Asia e América do Norte (ALONSO-BLANCO & KOORNNEEF, 2000; HOFFMANN,
2002).
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Arabidopsis thaliana € uma das espécies de plantas mais estudadas no meio
cientifico atual. Apesar de sua proximidade com outras espécies como nabo,
repolho, couve, brécolos e colza, ela ndo possui importancia econdmica direta. A.
thaliana € considerada uma planta daninha de pequena importancia agricola. Apesar
disto, esta espécie vem sendo, hd mais de 40 anos, o foco de muitas pesquisas na
area da genética, bioguimica e fisiologia (DELATORRE & ALVES, 2008).

Uma das vantagens de A. thaliana em relagéo as demais plantas diz respeito ao
porte da planta que é muito pequeno. Este fato possibilita crescer milhares de
plantas em espacgos reduzidos como casas de vegetacdo ou mesmo camaras de
crescimento. Esta planta pode ser cultivada inclusive em placas de Petri 0 que
facilita muito o trabalho e a conducdo de um grande numero de plantas ao mesmo
tempo. Além disso, A. thaliana é uma espécie de reproducao rapida, autbgama, com
ciclo de vida curto e com grande producdo de sementes, em torno de 5.000 por
planta (MEINKE et al., 1998).

Figura 3- (A) Planta adulta de Arabidopsis thaliana, (B) Flor de Arabidopsis thaliana.

Fonte: (A) Moore Herbarium, (B) Developmental Biology Interactive


http://www.devbio.biology.gatech.edu/
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2.2 Nutricao Mineral

A nutricdo mineral € um dos fatores mais importantes envolvidos no crescimento
e desenvolvimento de plantas. Os nutrientes se caracterizam em macro e
micronutrientes, classificados dessa forma de acordo com a exigéncia nutricional da
planta para cada elemento. Além dos macronutrientes (C, H, O, N, P, S, K, Ca, Mg),
as plantas precisam também de pequenas quantidades de micronutrientes (B, Cl,
Cu, Mn, Fe, Zn, Mo), e algumas também precisam de Si, Co Se. Em contraste com
0S macronutrientes, 0s micronutrientes sdo apenas necessarios em quantidades
muito pequenas, enquanto a disponibilidade em altas concentraces resulta em
efeitos prejudiciais (VIEIRA, 1999).

2.2.1 Ferro como Nutriente

Entre os micronutrientes, o ferro é de grande importancia devido a sua utilizacao
em Varios processos fundamentais. Este € um elemento essencial para todos os
organismos vivos, incluindo as plantas, pois desempenha papel importante uma vez
que € parte integrante de diversas enzimas que participam de processos
metabdlicos como fotossintese, respiracdo, fixacdo de nitrogénio, sintese de
clorofila, entre outros (TAIZ & ZEIGER, 2004).

O ferro representa um dos mais versateis metais na biologia, sendo conhecido
como um metal de transi¢do, ja que € capaz de receber e doar elétrons, ou seja,
caracteriza- se pela facilidade em mudar seu estado de oxidagao, permitindo sua
participacdo em numerosas reacfes envolvendo a transferéncia de elétrons. As suas
funcdes sdo baseadas nessa reacdo redox reversivel dos ions de ferro Fe*? (ferroso)
e Fe*® (férrico), na sua habilidade de formar complexos octaédricos com varios
ligantes e por variar seu potencial redox em resposta a diferentes ligantes (HELL &
STEPHAN, 2003).

2.2.2 Zinco como Nutriente

O zinco é um dos oito micronutrientes essenciais para as plantas. Ele € o metal

7

de transicdo mais abundante nos organismos depois do ferro, e € o Unico metal
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representado em todas as seis classes de enzimas (BROADLEY et al.,, 2007). Em
solugdo, contrastando com Fe*2e Cu*?, o0 zinco existe num estado de oxidagéo +2 e
€ redox- estavel sob condi¢des fisiolégicas (BARAK & HELMKE, 1993). Desse
modo, o zinco, em sistemas bioldgicos, s6 existe na forma Zn*? e ndo participa de
reacoes de oxirreducdo (MASCHNER, 1995). As fung¢Bes metabdlicas do zinco séo
baseadas na forte tendéncia a formar complexos tetraédricos com os ligantes
nitrogénio (N), oxigénio (O) e, principalmente, o enxofre (S) (MARET, 2005).

O papel do zinco como componente integral de diversas enzimas torna esse
elemento crucial para varios processos metabdlicos na planta, tais como a
fotossintese, sintese proteica, manutencdo da integridade da membrana,
metabolismo de auxina e reproducdo. Uma das mais importantes do zinco esta
relacionada com a regulacdo da expressdo génica: varios fatores de transcricdo
dependem da presenca do zinco para formar o motivo dedo-de-zinco, reconhecer as
sequéncias especificas de DNA e ativar a transcricdo (ALBERTS et al., 1998;
BROWN, 2006).

2.3 Absorcao de metais pesados pelas plantas

2.3.1 Absorcao de Ferro

O metabolismo do ferro € um mecanismo complexo sob o balanco
homeostatico, representando dois problemas principais para as plantas: deficiéncia
como consequéncia de problemas de solubilidade e toxicidade devido ao excesso de
solubilidade em condi¢Bes anaerdbicas (SANTOS & COSTA de OLIVEIRA, 2007).

Em condi¢cGes de suficiéncia de ferro, as plantas reduzem Fe*3 e transportam
o Fe*?, resultante através da membrana plasmatica via transportador de baixa
afinidade, ainda néo caracterizado em nivel molecular (CURIE & BRIAT, 2003). Em
condicoes de deficiéncia de ferro, as plantas desenvolveram diferentes estratégias
para aumentar a captacdo deste nutriente. Respondem a deficiéncia de ferro pela
inducdo de respostas direcionadas a aquisicdo do elemento da rizosfera, estando
divididos em plantas de estratégia | (reducdo do excesso de Fe*3 a Fe*?) e estratégia
Il (deficiéncia do Fe*3®) (ROMHELD, 1987; MARSCHNER & ROMHELD, 1994).

A estratégia | é utilizada por dicotileddbneas e monocotileddneas nao-

gramineas. Estas plantas aumentam a absorcao sob deficiéncia de ferro através de
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trés reacdes (HELL & STHAN, 2003), i) excrecdo de protons através de uma H*-
ATPase especifica da membrana plasméatica para acidificar o pH da solucao do solo
e aumentar a solubilidade do Fe*3; i) reducdo do Fe*™ pela enzima
Fe*3quelatoredutase (FRO, Ferric Reductase oxidase) a uma forma mais sollvel
Fe*?; iii) transporte do Fe*? para a raiz através de um transportador especifico (IRT1,
Iron Regulated Transporter) (ROMHELD & MARSCHNER, 1986; MARSCHNER &
ROHMELD, 1994, EIDE et al.,1996; SANTOS & COSTA de OLIVEIRA, 2007).

Nas plantas de estratégia Il, desenvolvidas em gramineas monocotiledoneas
incluindo arroz, milho e trigo, similarmente aos microrganismos, utilizam uma
estratégia de quelacdo para aquisicdo do Fe do solo. Estas plantas liberam
compostos de baixo peso molecular, conhecidos como fitosideréforos (PS), os quais
sdo aminoacidos ndo proteicos sintetizados a partir da metionina, compostos por
uma familia de acidos mugineicos (Mas) que inclui os acidos mugineico (MA), 2’-
deoximugineico (DMA), 3- epihidroximugineico (epi-HMA) e 3- epihidroxi
2'deoximugineico (epi-HDMA) ( CURIE & BRIAT, 2003). Estes compostos
apresentam alta afinidade e propriedades minerais quelantes, assim se ligam
eficientemente ao Fe*2 na rizosfera, formando o complexo estavel Fe*3- PS (TAKAGI
et al.,, 1984; ROBERTS et al., 2004). Estes complexos sdo reconhecidos e
transportados para o interior das células da raiz por transportadores especificos
(YS1, YellowStripel) (MORI, 1991), ou seja, o complexo é absorvido sem
necessidade de reducéo extracelular, e usado como uma fonte de ferro na planta
(HELL & STEPHAN, 2003; ROMHELD & MARSCHNER, 1986).

2.3.2 Absorcao de Zinco

Em condic¢des de suficiéncia de Zn, acredita- se que a maioria do Zn seja obtida
como cation monovalente (ZnOH*) (MARSCHER, 1995). Em compara¢cdo com as
respostas a deficiéncia de Fe, pouco se sabe sobre os detalhes moleculares da
aquisicéo de Zn a partir do solo em condicdes de deficiéncia desse metal. A proteina
AtIRT1 de A. thaliana é capaz de transportar Zn*?, e mutantes IRT1 tém niveis
reduzidos de Zn na raiz quando sob deficiéncia de Fe (VERT et al., 2002). Contudo,

a expressdo de AtIRT1 ndo € induzida por deficiéncia de Zn e mutantes ITR1 ndo



23

tém o fendtipo selvagem recuperado por aplicagdo exdgena de Zn em excesso, com
isso se acredita que o Zn é capturado primariamente por outros transportadores
ainda nao caracterizados (WALKER & CONNOLLY, 2008).

2.4 Familias Génicas

Existem varias familias génicas envolvidas na homeostase de ferro em plantas.
Estes genes tém sido estudados em varias espécies de plantas e importantes
avancgos foram feitos, buscando a elucidagdo dos mecanismos. Entre as principais

familias génicas estéo:

2.4.1 Genes ZIP (Zrt/ Irt- related Proteins)

Os gene ZIP codificam para proteinas que atuam no transporte de Zn (ZRT-
zinc Regulated Transporter) e Fe?* (IRT- Iron Regulated Transporter). IRT1 é um
transportador especifico de Fe?* (EIDE et al.,, 1996), sendo considerado o mais
importante de raizes (CONNOLLY et al.,, 2002). Além disso, IRT1 é também
responsavel por absorver Mn?*, Zn?*, e Co?* (CURIE & BRIAT, 2003). Outro membro
da familia génica ZIP é IRT2, um homélogo de IRT1, presente em células
epidérmicas das raizes de A. thaliana responsavel pelo transporte de Fe?* e Zn?*
(CURIE & BRIAT, 2003).

2.4.2 Genes FRO (Ferric Reductase Oxidase)

O gene FRO codifica para a enzima Fe3* quelato redutase presente nas
células epidérmicas, é responsavel pela reducdo do Fe3* a Fe?*, etapa importante no
processo de absorcdo desse micronutriente, em plantas de estratégia | (Yl &
GUERINOT, 1996).

Em A. thaliana séo encontrados oito membros dessa familia de genes. Essas
proteinas estdo amplamente expressas dentro do vegetal, sugerindo a participacédo
das proteinas FRO na reducdo do Fe nos diferentes tecidos da planta. AtFRO2 é

expresso predominantemente nas células epidérmicas de raizes sob deficiéncia de
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ferro parece ser o principal responsavel pela atividade da enzima neste Orgéo
(ROBINSON et al., 1999; CONNOLLY et al., 2002). De acordo com o ultimo autor, a
super expressdo de AtFRO2 confere a planta a capacidade de crescer em baixas
concentracfes de ferro. A expressdao de AtFRO3 é induzida em folhas de plantas
sob deficiéncia de ferro. AtFRO5, AtFRO6, AtFRO7 e AtFROS8 parecem atuar na
parte aérea da planta para reduzir o ion férrico (WINTZ et al., 2003).

2.4.3 Genes YSL (Yellow Stripe Like)

As gramineas utilizam a estratégia Il de absorcdo em situacdo de deficiéncia
de ferro. Esta estratégia consiste na liberacédo de fitosideréforos (PS) no solo pelas
raizes das plantas, onde sdo complexados com Fe3*-PS via um transportador
especifico do tipo YSL1 (Yellow Stripe- like transporter), sem necessidade de
reducao extracelular (CURIE et al., 2001).

Plantas com estas proteinas podem aumentar a biossintese e a secrecao de
PS em resposta a deficiéncia de ferro. Diferentes espécies de gramineas produzem
diferentes tipos de e guantidades de PS. A quantidade de PS liberada no solo
correlaciona com a habilidade da planta em tolerar a deficiéncia de ferro (MORI et
al., 1991).

2.4.4 Genes NAS (Nicotianamina sintase)

A Nicotianamina (NA), um quelante de metais que é ubiqua em plantas
superiores. Em gramineas, fitosider6foros séo liberados na rizosfera das raizes de
plantas sob deficiéncia de ferro, com o objetivo de aumentar a absorcdo de ferro.
Estes compostos sdo acidos muginéicos e apresentam alta afinidade e propriedades
minerais quelantes, assim se ligam eficientemente ao Fe3®* na rizosfera, formando o
complexo estavel Fe3* -PS (TAGAKI et al., 1984; ROBERTS et al., 2004), que pode
ser absorvidos por transportadores especificos (YSL1) (MORI et al., 1991), sem
necessidade da reducéo extracelular. NA & precursora de fitosideroforos, e desta
forma é um componente crucial para a aquisi¢cao de ferro.

A familia génica NAS estd envolvida na sintese de nicotianamina (NA),

precursora e essencial na sintese de acidos muginéicos. A nicotianamina pode se
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ligar a varios metais, dentre eles Fe?* e Fe®*, mas nao é secretada, sugerindo uma
provavel participacdo no transporte intra e extracelular de metais em espécies tanto
de estratégia | como de estratégia Il (KIM & GUERINOT, 2007).

2.4.5 Genes NRAMP (Natural Resistance- Associated Macrophage Protein)

O NRAMP constitui uma familia de proteinas de membrana integral altamente
conservada envolvida com o transporte de ferro em diversos organismos, incluindo
bactérias, fungos, plantas e animais (CELLIER et al., 1995). Estes genes sao
amplamente distribuidos em todas as familias de plantas, atuando principalmente no
transporte de céations bivalentes (CURIE & BRIAT, 2003). A primeira ocorréncia de
genes NRAMP foram identificados em mamiferos (NRAMP1), que codifica uma
proteina de membrana do macréfago responsavel pela concentracdo de céation no

fagossoma, regulando a regulacédo bacteriana (WILLIAMS et al., 2000).

2.4.6 Ferritina

As ferritinas sdo uma classe de proteinas armazenadoras de ferro altamente
conservadas e distribuidas, sendo encontradas em plantas, animais, fungos e
bactérias (BRIAT & LOBREAUX, 1997). Estas proteinas sdo capazes de armazenas
mais de 4.500 &tomos de ferro na cavidade central de sua estrutura (HARRISON &
AROSIO, 1996; LIU & THEIL, 2005), de uma forma soltvel e biodisponivel (BRIAT et
al., 1999), sendo um importante mecanismo para evitar o estresse oxidativo (BRIAT
& LOBREAUX, 1997). Em plantas, ferritina ocorre principalmente em plastideos, mas
ha também evidéncias de que esteja presente em mitocdndrias (ZANCANI et al.,
2004).

2.5 Marcadores Moleculares

Os marcadores moleculares sdo definidos como sendo “marcadores genéticos
baseados num conjunto de marcadores que podem detectar polimorfismo de DNA
em nivel de um loco especifico e no nivel completo do DNA” (VARSHNEY et al.,
2005).
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2.5.1 Marcadores Microssatélites

Microssatélites sdo sequéncias de DNA formadas pela disposicdo em série de
nucleotideos repetidos em arranjos formados entre dois e seis pares de bases
(MORGANTE & OLIVIERI, 1993).

Os marcadores microssatélites constituem a classe de marcadores
moleculares mais polimorficos atualmente. Este polimorfismo é gerado pela perda ou
ganho de sequéncias repetidas mais provavelmente através do ganho. Este
fenbmeno ndo é ainda completamente entendido, porém acredita-se que esta
expansdo ocorra durante a replicacdo. Os SSRs sao inerentemente instaveis e 0s
modelos que tém sido propostos para explicar a geracdo de microssatélites e
instabilidade sé@o o deslizamento da DNA polimerase (slippage). Através da atividade
exonucleasica de proofreading 3'—>5 da DNA polimerase, sdo formados hairpins
fazendo com que a enzima repligue a mesma regido duas vezes e a recombinacéo
desigual entre cromossomos homologos, e estes sdo cada vez mais desvendados.
As taxas de mutacgéo variam de 10-3 a 10-6 (HOELZEL & HOELZEL, 1998). Apesar
de suas altas taxas evolutivas, os microssatélites sdo conservativos em suas regiées
flanqueadoras e podem persistir por um longo periodo sem modificacbes
(ZARDOYA et al., 1996).

Os marcadores SSR sao Uteis para uma variedade de aplicacfes na genética
e melhoramento de plantas, devido sua reprodutibilidade, relativa abundancia e uma
boa cobertura do genoma. Tendo diversas aplicagbes, tais como: gendmica
funcional, mapeamento associado, analises de diversidade, mapeamento genémico,
transferabilidade e mapeamento comparativo. De um modo geral, as Expressed
SequenceTag (EST) tém gerado projetos com grande quantidade de dados de
sequéncias disponiveis publicamente para véarias espécies de plantas; estes dados
podem ser extraidos de Simple Sequence Repeats (SSRs). Estes SSRs sdo Uteis
como marcadores moleculares, pois desenvolvé-los tem um baixo custo financeiro,
eles representam genes transcritos e fungbes putativas que podem ser
frequentemente deduzidas por pesquisas de homologias. Claramente a mais
significativa aplicagdo de EST-SSR é para mapeamento comparativo, com bons
exemplos em gramineas e espécies de leguminosas. Um banco de dados de EST-
SSR com pares de primers que se amplificam em locus ortélogos entre espécies e

gue sao uniformemente distribuidos nos genomas de arroz, A. thaliana, sendo muito



27

Uteis para o melhoramento genético, especialmente diminuindo custos com espécies
cultivadas. O desenvolvimento de marcadores com alelos especificos para genes de
importancia agronémica séo fundamentais para o avanco da ciéncia e melhoramento
de plantas (VARSHNEY et al., 2005).

2.5.2 Regides EST e a transferéncia de marcadores

Muitas vezes, ao inves de ser realizado o sequenciamento gendmico de um
organismo eucarioto, prefere-se realizar o sequenciamento s6 das regides génicas,
utilizando informacdes oriundas de RNA mensageiro (MRNA). Dessa forma é
realizada uma biblioteca de cDNA, representando o conjunto de mRNAs de uma
célula, que sdo clonados em vetores plasmidiais. Os insertos de cDNA presentes em
tais vetores sdo entdo sequenciados a partir de suas extremidades 5 ou 3’
produzindo pequenas sequéncias que irdo representar pedacos dos genes
expressos no momento da extracdo do mRNA da célula em questdo. Esses pedacos
sequenciados representam etiquetas de genes expressos, ou ESTs (Expressed
Sequence Tags) e uma andlise dos genes expressos € uma abordagem bastante
utilizada na tentativa de entender o funcionamento do metabolismo dos mais
diversos organismos. Em um trabalho realizado transferindo marcadores EST-SSR
entre cereais e uma graminea, durante as duas Ultimas décadas, um largo nimero
de ESTs foram gerados nos bancos de dados publicos. Essas sequéncias sao um
excelente recurso para o desenvolvimento de marcadores moleculares
(PROSDOCIMI et al., 2002; SIM et al., 2009).

2.6 Sintenia

A sintenia é caracterizada pela conservacdo na ordem e no conteudo de
genes, ou grupos génicos, entre espécies relacionadas. Essa caracteristica também
€ denominada colinearidade, e podera ser altamente informativa para estudos
comparativos de funcdo, acdo e regulacdo génica entre diferentes genomas. Embora
nao seja uma condicdo estavel, pois a sintenia pode ser perdida no decorrer da

evolucdo, varios trabalhos evidenciam a importancia das regides cromossémicas
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conservadas para estudos genéticos comparativos (BENNETZEN et al., 1998; GALE
& DEVOS, 1998; DEVOS et al., 1999; FEUILLET & KELLER, 2002).
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3 OBJETIVO DO ESTUDO

Prospectar marcadores moleculares através da identificacdo de motivos
conservados em genes relacionados com o metabolismo de metais pesados em

plantas, utilizando estes marcadores em testes in vivo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Andlises in silico

4.1.1 Obtencéo das sequéncias

As sequéncias utilizadas neste estudo foram selecionadas usando o numero
de acesso GenBank fornecido por Victoria et al. (2012), de diferentes espécies
representativas de plantas, sendo elas Oryza sativa L., Physcomitrella patens
(Hedw.) Bruch&Schimp. e Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.

De acordo com o numero de acesso GenBank, foi feito o download das
sequéncias no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology
Information), estas foram salvas em formato FASTA e separadas de acordo com sua
familia génica, totalizando setenta e seis sequéncias, sendo vinte sequéncias da
familia génica DRAFT, trés sequéncias da familia génica FRO, trés sequéncias da
familia génica IRT, vinte e seis sequéncias da familia génica YSL, cinco sequéncias
da familia génica ZIP, cinco sequéncias da familia génica NAS e quatorze
sequéncias da familia génica RAMP.

4.1.2 Identificacdo de Motivos Conservados

Para a busca de motivos conservados foi utilizado um programa online
nomeado por Multiple Em For Motif Elicitation (MEME), para que a analise seja feita
€ necessario informar um e-mail e selecionar o arquivo com as sequéncias
desejadas, sera feita uma analise para cada familia génica separadamente.

Através de uma ferramenta do MEME, foi possivel encontrar a funcdo de cada
motivo conservado, essa ferramenta € nomeada Motif Comparison Tool (TOMTOM).
Para fazer a analise no TOMTOM, alguns parametros devem ser levados em
consideracdao, como a escolha do banco de dados que os motivos obtidos serao

comparados, o banco de dados utilizado foi JASPAR core (2014) plantas).
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4.1.3 Busca de Microssatélites e Prospeccao de primers

Foi utilizado o programa SSRLOCATOR para a busca dos microssatélites e,

posteriormente foi feito a prospeccdo dos primers.
4.2 Analises in vitro
4.2.1 Extracado de DNA

O DNA foi extraido por meio do kit de extracdo de DNA da Norgen seguindo o
protocolo do fabricante. Utilizou-se 50 mg de tecido oriundo de amostras foliares de
cada uma das espécies coletadas in situ na cidade de Sao Gabriel, RS. O DNA foi

purificado e conservado a -20°C.

Tabela 1: Espécies de plantas utilizadas para extracao de DNA.

Espécies

Fragaria vesca L.

Lolium multiflorum Lam.

Oryza sativa L.

Persea americana Mill.
Physcomitrium acutifolium Broth.
Polytrichum juniperinum HEDW.

Prunus persica (L.) Batsch
Solanum lycopersicum L.

Zea mays Kuntze

Fonte: Autor, 2014.
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4.2.2 Anédlise Molecular

A andlise molecular realizou-se através de reacdes em cadeia da polimerase
(PCR). A reacédo conteve volume final 13 pl, utilizando 6ul de GOTAQ contendo
oligonucleotideos iniciadores, Tag DNA Polimerase, dNTPmix, MgCl, tampédo de

enzima. Além de 4pl de DNA,1,25ul de cada primer e 1,75ul de agua MiliQ®.

Tabela 2: Condigbes de termociclagem.

Condicdes PCR Temperatura (C°) Tempo (s)
Desnaturacgéo 95 120
Desnaturacéao 95 60
Hibridizacéo 55 30
Elongamento 72 120
GOTO 2 repeticdes 34 ciclos
Elongamento 72 300
Hold 4

Fonte: Autor, 2014.

4.2.3 Corrida eletroforética

A avaliacéo foi realizada utilizando géis de agarose 3% a partir do produto da
PCR. A solucéo foi vertida em suporte de acrilico horizontal. Apés a polimerizacéo
do gel, adicionou-se tampao TBE 1X na cuba eletroforética e aplicou-se 4uL do
produto de PCR com 2 pL do corante GelRed®. Foi utilizado 4ul do marcador de
peso molecular (ladder) 50 pb (concentracdo: 1.0 ug/ul) e o marcador de peso
molecular (ladder) 1kb (concentracéo: 500 pg/ml) para identificacdo do tamanho dos
produtos de PCR amplificados. Para a corrida eletroforética se utilizou uma voltagem
de 150 Volts, na qual os fragmentos de DNA eletronegativos migram por repulsao do
polo negativo para o poélo positivo da cuba eletroforética. Apos aproximadamente 60
minutos de corrida eletroforética o resultado foi visualizado por transiluminagdo com

luz ultravioleta.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1MEME e TOMTOM
O MEME é um modelo estatistico, bastante utilizado na identificacdo de regides
conservadas, em sequéncias de DNA e também de proteinas. TOMTOM consiste
em um banco de dados de motivos conservados. A figura 4 mostra um motivo

conservado do tipo Zinc- coodinating.

Figura 4- Motivo conservado.

Fonte: Autor, 2014.

Foram encontrados trinta e quatro motivos conservados relacionados com o
metabolismo de metais pesados em plantas, todos do tipo zinc- coordinating (Tabela
3).

Metaloproteinas de zinco sdo uma das classes de proteinas mais abundantes
e estruturalmente diversas, na natureza. Nestas proteinas, o Zn (Il), possui um papel
multifuncional que estabiliza a dobra de pequenos dedos de zinco, catalisa reacdes
de enzimas essenciais de todas as seis classes ou auxilia na formacédo de
oligbmeros biolégicos (LAITAOJA et al., 2013).

A partir destes resultados a proxima etapa, foi a prospeccéo dos primers no
programa SSRLOCATOR.
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Tabela 3: Motivos conservados relacionados com o metabolismo de metais pesados

em plantas.
Familia Génica N° de motivos Classe
conservados
FRO 9 Zinc- coordinating
IRT 4 Zinc- coordinating
NAS 5 Zinc- coordinating
RAMP 6 Zinc- coordinating
YSL 1 Zinc- coordinating
ZIP 9 Zinc- coordinating

Fonte: Autor, 2014.

5.2SSRLOCATOR

A tabela 4 mostra os motivos que foram encontrados para cada uma das familias

génicas.
Tabela 4- Motivos encontrados para cada familia génica.
Motivos

FRO IRT NAS RAMP YSL ZIP
CCGCGT CTC TAAATT AGGCGG CGCCGG GCCACG
GGC CACGGA GTTTTT CTT GCC GGT
GCCGTC CCATCC GCC CAG CTTCCT
CTGGCT TCT AACAAG TCGCCG CGTCGG
CCCTGG GTGACT CACAAA CGG CGG
GTGCTG TCACGC CTGAAT CCGCCA CGA
GCGCCG TCT ACAAAA TGCTTT TGACGC
TCCATG TTCACC TAAATT TGATCT TCGCCG

GTTTTT ATGAAG CAT

GCC GTGCCG GAAAAC

Fonte: Autor, 2014.

Foram prospectados treze pares de primers EST-SSR. Os primers prospectados

foram sintetizados e testados in vivo (Tabela 5).
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Tabela 5- Primers prospectados neste trabalho.

Nome Frente Reverso

1- OS_NAS_GCC_1 TGATCAACTCCGTCATC ATAATATAGTGCGTCTTTCG
2-0OS_IRT_TCT_1 GTTCAGGTCCTCGAGATA GGCTGTTGTCCCTGTA

3- OS_NRAMP_CGA_ GTCTCGATCTCGGACTT GAACAGCCACAGCTTC
4-1TS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG GCTGCGTTCTTCATCGATGC
5- OS_NAS_GCC_2 TGATCAACTCCGTCATC ATAATATAGTGCGTCTTTCG
6- OS_IRT_TCT_2 GTGCACTCAGTGGTGAT GTACACCCTGGTCAGC
7-1TS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG TCCTCCGCTTATTGATATGC
8- OS_NAS3_GGA_ GATCGAGAGAGAGAGTATGA GATCTTCTCAACCAACTTCT
9- OS_NRAMP_CTT_ TTATACAATCATTATCGGCT GTTTCCTTACCCCATATCT
10- FM66 TAGGATTTCAAGATCCTGC CCACAAATTTCACTACATTGA
11- OS_NAS3_GA _ ATCTCGTTGGTAATTAACTG AAGCAGTAACACTCAATAGC
12- OS_NRAMP_CAG_ GTTCCTAGACATCAAAATGA TTGTTTTCACCTATCTTGTT
13- 1TS2 GCATCGATGAAGAACGCAGC GCTGCGTTCTTCATCGATGC

Fonte: Autor, 2014.

5.3 Anéalise molecular

E de interesse saber se estes motivos conservados estdo amplamente distribuidos
entre as espécies de plantas.

Foram testados treze pares de primers EST-SSR, em nove espécies de
plantas. A figura 5 A, representa a espécie Fragaria vesca, mostra a amplificacéo de
7,7 % dos primers. Na figura 5 B, que representa a espécie Lolium multiflorum,
mostra a amplificacdo de 15,4 % dos primers. Na figura 5 C, que representa a
espécie Oryza sativa, mostra a amplificacdo de 69,24 % dos primers. Na figura 5 D,
que representa a espécie Persea americana, mostra a amplificacdo 30,76% dos
primers. Na figura 5 E, que representa a espécie Physcomitrium acutifolium, mostra
a amplificacdo de 15,4 % dos primers. Na figura 5 F, que representa a espécie
Polytrichum juniperinum, ndo houve amplificacdo. Na figura 5 G, que representa a

espécie Prumus persica, mostra a amplificacdo de 38,46% dos primers. Na figura 5
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H, que representa a espécie Solanum lycopersicum, mostra a amplificacdo de 15,4
% dos primers. E por fim na figura 5 I, que representa a espécie Zea mays, mostra a
amplificacdo de 15,4 % dos primers. Estes resultados demonstram a ocorréncia dos
motivos testados e sua possibilidade de transferéncia entre espécies Orfas e
espécies modelo, sendo que para os testes de transferéncia desses marcadores,
foram utilizadas espécies de plantas coletadas in situ para a extracdo de DNA,
contudo isso ndo se sabe a real situacdo de cada planta, se estavam ou nado sob tal
estresse, se nao estiverem sofrendo estresse por meio de metais pesados é

provavel que estas regides ja facam parte do metabolismo normal destas plantas.

Figura 5- Eletroforese em gel de agarose 3%. (A) Fragaria vesca; (B) Lolium
multiflorum; (C) Oryza sativa; (D) Persea americana; (E) Physcomitrium acutifolium;
(F) Polytrichum juniperinum; (G) Prumus persica; (H) Solanum lycopersicum; (I) Zea
mays. Foi utilizado marcador de 50 pb em, Lolium multiflorum, Oryza sativa, Persea
americana, Prumus persica e Zea mays. E o marcador de 1kb em Fragaria vesca,

Physcomitrium acutifolium, Polytrichum juniperinum e Solanum lycopersicum.
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(A) Fragaria vesca (B) Lolium multiflorum (C) Oryza sativa
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(D) Persea americana (E) Physcomitrium acutifolium (F) Polytrichum juniperinum
M 12 3456678 910111213 g 12 3456 78 910111213 M 1 2 3456 78 910111213

- WD s

(G) Prumus persica (H) Solanum lycopersicum (I) Zea mays

Fonte: Autor, 2014.
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A tabela 6 mostra os numero de amplificacdes por meio dos primers testados,
os primers que amplificaram foram marcados com um X. O primer 1 amplificou em
duas espécies de plantas, porcentagem de amplificacdo de 22,22 %. O primer 2
amplificou em uma espécie de planta, porcentagem de amplificacdo de 11,11 %. O
primer 3 amplificou em duas espécies de planta, porcentagem de amplificacdo de
22,22 %. O primer 4 amplificou em oito espécies de planta, porcentagem de
amplificacdo de 88,88 %. O primer 5 amplificou em uma espécie de planta,
porcentagem de amplificacdo de 11,11 %. O primer 6 amplificou em trés espécies de
planta, porcentagem de amplificagdo de 33,33 %. O primer 7 amplificou em sete
espécies de planta, porcentagem de amplificacdo de 77,77 %. O primer 8 amplificou
em uma espécie de planta, porcentagem de amplificacdo de 11,11 %. O primer 9
nao amplificou em nenhuma das espécies testadas. O primer 10 ndo amplificou em
nenhuma das espécies testadas. O primer 11 amplificou em uma espécie de planta,
porcentagem de amplificagdo de 11,11 %. O primer 12 amplificou em uma espécie
de planta, porcentagem de amplificacdo de 11,11 %. O primer 13 ndo amplificou em
nenhuma das espécies testadas. Os primers que tiveram a maior porcentagem de

amplificac@o entre as espécies testadas, foram os primers 4 e 7.

Tabela 6- Amplificacdes com os primers prospectados neste trabalho.

Espécie 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
F. vesca X

L. multiflorum X X

O. sativa X X X X X X X X X

P. americana X X X X

P. acutifolium X X

P. juniperinum

P. persica X X X X X

S. lycopersicum X X

Z. mays X X

Fonte: Autor, 2014.
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As espécies que mais se distanciaram filogeneticamente das demais foram P.
acutifolium e P. juniperinum (Figura 6).

F. vesca representante da Classe Magnoliopsida, Familia Rosaceae. L.
multiffiorum representante da Classe Liliopsida, Familia Poaceae. O. sativa
representante da Classe Liliopsida, Familia Poaceae. P. americana representante da
Classe Magnoliopsida, Familia Lauraceae. P. acutifolium representante da Classe
Bryopsida, Familia Funariaceae. P. juniperinum representante da Classe
Polytrichopsida, Familia Polytrichaceae. P. persica representante da Classe
Magnoliopsida, Familia Rosaceae. S. lycopersicum representante da Classe
Magnoliopsida, Familia Solanaceae. Z. mays representante da Classe Liliopsida,
Familia Poaceae.

Assim, pode-se inferir que apesar da possibilidade de transferéncia diminuir
com o aumento da distancia filogenética, 0 genoma pode possuir alta taxa de
conservagao de sequéncias repetidas entre classes distintas (VARSHNEY et al.,
2005).

Figura 6- Arvore filogenética das espécies utilizadas neste trabalho.

{ Oryza sativa
63

Zea mays

Lolium multiflorum
Solanum lycopersicum
Prumus persica

Fragaria vesca

Persea americana
Physcomitrium acutifolium
g7 L Polytrichum juniperinum
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Fonte: Autor, 2015.

Calcula-se que em humanos, um microssatélite seja encontrado a cada 6 Kb,
principalmente nos bragos cromossémicos (BECKMANN; WEBER, 1992). Segundo
Morgante e Olivieri (1993), em plantas foram pesquisadas 34 espécies e suas
sequéncias para repeticdes de dinucleotideos e trinucleotideos, sendo encontrada

uma frequéncia de um microssatélite a cada 50 Kb. Nesse mesmo contexto,


http://pt.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
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segundo Maughan et al., (1995), foi observado um microssatélite, aproximadamente,
a cada 64 Kb em monocotiledéneas e um a cada 21 Kb em dicotileddneas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As plantas desenvolveram, no decorrer da evolugédo, iniUmeros mecanismos
de respostas especificas a estresses variados. Estes organismos conseguem alterar
0 seu plano de desenvolvimento para contornar situacdes desfavoraveis, como
fatores abidticos improprios. Além disso, podem contar com um arsenal de defesas
constitutivas que ja fazem parte do seu metabolismo normal.

O auxilio da bioinformatica tanto na busca e qualidade bem como na interpretacéo
dos resultados gerados de microssatélites, facilita o desenvolvimento de primers
desenhados, influenciando diretamente na eficacia do marcador e no tempo para sua
construcao.

A partir dos resultados obtidos € possivel inferir que os motivos se mantém
conservados em algumas regides nas espécies de plantas testadas. A transferéncia
de marcadores EST- SSR foi realizada com sucesso, apesar da possibilidade da
transferéncia diminuir com o aumento da distancia filogenética, o genoma destas
espécies pode possuir alta taxa de conservacdo em algumas regibes. O
desenvolvimento de marcadores moleculares tem oferecido perspectivas para o

melhoramento visando a resisténcia a estresses variados.
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ANEXO A- Sequéncias de DNA utilizadas neste trabalho para as analises

in silico.

Copias homologas de familias génicas para ferro captado.

Sequéncia Espécie CDS Size Sequéncia acesso
OsFRO2 Oryza Sativa 1587 AB126085
OsFRO1 Oryza sativa 2277 AB126084
PhyFRO1 Physcomitrella patens 2286 XM_001759823
PHY82658 Physcomitrella patens 1662 XM_001768649
PHY173734 Physcomitrella patens 2349 XM_001786041
PHY165498 Physcomitrella patens 2283 XM_001767084
PHY163308 Physcomitrella patens 2406 XM_001762353
PHY115851 Physcomitrella patens 2001 XM_001754526
OsIRT1 Oryza sativa 1105 AB070226
OsIRT2 Oryza sativa 1113 AB126086
PHYPADRAFT_139457  Physcomitrella patens 1128 XM_001772897
PHYPADRAFT_110147 Physcomitrella patens 993 XM_001771879
PHYPADRAFT_104780 Physcomitrella patens 1104 XM_001754540
PHYPADRAFT_68566 Physcomitrella patens 1056 XM_001755753
AtIRT2 Arabidopsis thaliana 774 AT4G19680
AtZIP12 Arabidopsis thaliana 1068 AT5G62160
AtZIP10 Arabidopsis thaliana 1095 AT1G31260
AtZIP9 Arabidopsis thaliana 1035 AT4G33020
AtZIP7 Arabidopsis thaliana 1098 AT2G04032
AtZIP6 Arabidopsis thaliana 1025 AT2G30080
OsNAS1 Oryza sativa 999 AB046401
OsNAS2 Oryza sativa 978 AB046401
OsNAS3 Oryza sativa 1032 AB023819
PHYPADRAFT_150995 Physcomitrella patens 957 XM_001782185
PHYPADRAFT_215944  Physcomitrella patens 1449 XM_001770047
AtNAS2 Arabidopsis thaliana 963 AT5G56080
AtNAS3 Arabidopsis thalinana 963 AT1G09240
OSNRAMP1 Oryza sativa 1554 DQ431468
OSNRAMP2 Oryza sativa 1395 L81152
OSNRAMP3 Oryza sativa 1653 u60767
OSNRAMP4 Oryza sativa 1638 NM_001052329
OSNRAMP5 Oryza sativa 1617 NM_001065847
OSNRAMP6 Oryza sativa 1527 NM_001049674
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OSNRAMP7 Oryza sativa 1626 NM_001073667
OSNRAMPS8 Oryza sativa 1608 NM_001057173
ATNRAMP1 Arabidopsis thaliana 1599 AF165125
ATNRAMP2 Arabidopsis thaliana 1593 NM_103618
ATNRAMP3 Arabidopsis thaliana 1530 NM_127879
ATNRAMP4 Arabidopsis thaliana 1539 NM_126133
ATNRAMPS5S Arabidopsis thaliana 1593 NM_117995
ATNRAMP6 Arabidopsis thaliana 1584 NM_101464
PHY158431 Physcomitrella patens 1605 XM_001751394
PHY111375 Physcomitrella patens 1785 XM_001751703
PHY137658 Physcomitrella patens 1602 XM_001771546
PHY179667 Physcomitrella patens 1542 XM_001759309.1
AtYSL1 Arabidopsis thaliana 2022 AT4G24120
AtYSL2 Arabidopsis thaliana 1995 AT5G24380
AtYSL3 Arabidopsis thaliana 2028 AT5G53550
AtYSL4 Arabidopsis thaliana 2013 AT5G41000
AtYSL5 Arabidopsis thaliana 2145 AT3G17650
AtYSL6 Arabidopsis thaliana 2031 AT3G27020
AtYSL7 Arabidopsis thalina 2067 AT1G65730
AtYSL8 Arabidopsis thaliana 2175 AT1G48370
OsYSL1 Oryza sativa 2127 NM_001049074
OsYSL2 Oryza sativa 2025 AB164646
OsYSL3 Oryza sativa 1923 AB190913
OsYSL4 Oryza sativa 2061 AB190914
OsYSL5 Oryza sativa 2172 AB190915
OsYSL6 Oryza sativa 2037 AB190916
OsYSL7 Oryza sativa 2052 AB190917
OsYSLS8 Oryza sativa 2085 AB190918
OsYSL9 Oryza sativa 1974 AB190919
OsYSL10 Oryza sativa 2061 AB190920
OsYSL11 Oryza sativa 2139 AB190921
OsYSL13 Oryza sativa 2175 AB164644
OsYsl12 Oryza sativa 2151 AB190922
OsYSL14 Oryza sativa 2184 AB164645
OsYSL15 Oryza sativa 2019 AB190923
OsYSL16 Oryza sativa 2028 AB190924
OsYSL17 Oryza sativa 1911 AB190925
OsYSL18 Oryza sativa 2040 AB190926
PHYPADRAFT_122023 Physcomitrella patens 1986 XM_001759493
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PHYPADRAFT_111567 Physcomitrella patens 2004 XM_001751891
PHYDRAFT_183406 Physcomitrella patens 1143 XM_001763955
PHYDRAFT_137950 Physcomitrella patens 1185 XM_001771773
PHYDRAFT_119828 Physcomitrella patens XM_001757949

Fonte: VICTORIA et al.,2012.
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