ANALISE IN SILICO DO GENE OSNRAMP1 NO GENOMA DO ARROZ
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A homeostase de metais € um fator critico para a sobrevivéncia de organismos
vivos, e transportadores de metais tém papel central na manutengdo da homeostase em
células vivas, uma vez que o acumulo excessivo de metais € potencialmente téxico. Dessa
forma, a regulagem da concentragdo de metais deve ser estritamente controlada.
Pesquisas recentes evidenciam o papel essencial de transportadores de metais na
manutencdo da homeostase (Nelson, 1999). Com o sequiienciamento de genomas varios
genes transportadores de metais foram identificados e suas fungdes investigadas e
componentes adicionais relativos a homeostase de ferro foram caracterizados. Apesar de
nao estarem relacionados diretamente a absor¢do de ferro, esses componentes estao
provavelmente envolvidos no armazenamento de ferro. Membros de uma familia génica
amplamente distribuida, a NRAMP (Natural Resistance-Associated Macrophage Protein)
foram caracterizados em Arabidopsis e arroz (Belouchi et al., 1997; Thomine et al., 2000).
Genes NRAMP codificam uma familia de proteinas integrais da membrana em bactérias,
fungos, plantas e animais (Cellier et al., 2001). Diversas proteinas NRAMP funcionam como
transportadores de metais que transportam varias classes de cations, incluindo metais
essenciais como manganés (Mn), ferro (Fe) e cadmio (Cd). Essas proteinas tém papel
essencial na absorgdo e homeostase de metais em leveduras, por exemplo (Thomine et
al., 2003). Genes NRAMP foram identificados em varias espécies vegetais. Em
Arabidopsis, andlises genémicas revelaram a existéncia de seis sequéncias com alta
homologia a NRAMP (Alonso et al., 1999). Estudos funcionais revelaram que
transportadores AINRAMP modulam a toxidez de Fe e Cd em plantas (Curie et al., 2000).
Devido ao fato de varias proteinas AtNRAMP transportarem ferro quando expressas em
levedura e de que a expressdo do gene NRAMP é elevada na deficiéncia de ferro, sugere-
se gque essas proteinas de membrana possam estar envolvidas na nutricdo de ferro pelas
plantas. Tanto em dicotiledéneas e monocotiledéneas ndo-gramineas, que apresentam a
estratégia | de absorgdo de ferro, como em gramineas, que apresentam estratégia Il de
absorgdo, foram encontrados genes NRAMP altamente homélogos, sugerindo funcdes
basicas comuns a proteinas NRAMP na homeostase celular do ferro, independente da
estratégia de absorcéo utilizada pela planta. Com objetivo de conhecer as regides do gene
OsNRAMP com maior nivel informativo para analise de polimorfismo nessa regido entre
plantas de arroz com diferengas no comportamento para a tolerancia ao Fe, foram
analisadas informagdes contidas no Banco de Dados NCBI referentes ao gene.

A partir dos dados publicados por GROSS et al. (2003) mostrando o
posicionamento de um Jocus homoélogo de NRAMP1 no cromossomo 7 do arroz, foi
localizado o RNA homélogo concatenado naquela regiao (gi|115471426) que foi alinhado
na pseudo-molécula do cromossomo 7 do genoma do arroz através do software BLASTN,
com intuito de buscar as regides de introns e exons. Posteriormente, utilizando um
algoritmo escrito na linguagem Perl (Maia, 2007) foi efetuada a busca por regides de DNA
repetitivo (SSRs) num trecho abrangendo distancia de 2.000pb upstream do primeiro exon
do gene.

O resultado da busca apontou para um trecho, anotado pelo IRGSP como um gene
homélogo a uma proteina integral de membrana, conforme dominio IPRO01046, contido no
“InterPro Domain”. O gene esta nomeado como OsNramp1 (id: Os07g0257200), sendo
composto por 15 exons e 13 CDS, sendo dois desses exons descritos como UTRs. O
alinhamento feito pelo BLASTN da regido gi|115471426 contra o cromossomo 7 mostrou 15



regides concatenadas (transcritas) (Figura 1), sendo que o primeiro e o Ultimo exon estao
descritos como regides nado traduzidas (UTR - untraslated region) para as proteinas
homélogas depositadas no “InterPro Domain”.
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Figura 1. Alinhamento dos transcritos de OsNRAMP1 (gi|115471426) contra regido do cromossomo 7
contendo gene Os07g0257200.

O resultado da busca por SSRs resultou na ocorréncia de 3 sequéncias: TCps entre
os exons 11 e 15, TAqs entre os exons 16 e 18 e ATTAs 30pb apds o ultimo exon (UTR),
conforme a Figura 2.
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Figura 2. Regides do gene OsNRAMP1 contendo trechos de DNA repetitivo (SSRs).

A andlise dos resultados indica que uma possivel estratégia no uso de marcadores
moleculares para evidenciar polimorfismo do gene entre diferentes cultivares é o uso de



primers que amplifiquem um trecho total de 7.600pb. Outra estratégia seria a utilizagéo de
marcadores para a amplificacdo especifica de cada exon. Nao obstante, a identificagao de
3 SSRs entre exons prove uma forte possibilidade de que alteragbes nessas regides de
DNA repetitivo possam ter influéncia nas diferencas funcionais desse gene.
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