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INTRODUCAO:A resposta da planta aos estresses bidticos e abidticos tem sido alvo de acdes de
pesquisa de interesse estratégico. O estudo do transcritoma de uma determinada espécie vegetal,
associado a estes estresses, encontra uma poderosa ferramenta nas novas tecnologias de
sequenciamento que possibilitam varredura massal do genoma a uma velocidade, precisdo e escala
sem precedentes (MARDIS, 2008) gerando um enorme acimulo de informagdes. Estas sdo analisadas
como um todo para auxiliar a interpretacdo bioldgica dos dados e identificar possiveis genes
candidatos associados aos estresses estudados (MAGALHAES et al., 2010). Torna-se, portanto,
essencial uma anélise criteriosa dessas informagBes visando um estudo mais acurado dos genes
candidatos a serem identificados. Neste sentido, o conhecimento de que cis-elementos s@o essenciais
para a regulacdo transcricional do gene, controlando muitos processos bioldgicos e respostas a
estresses (IBRAHEEM et al., 2010), pode ser utilizado para suplementar a identificacao de genes
candidatos responsivos a determinadas condicGes. Portanto, o objetivo deste estudo foi desenvolver
um sistema computacional capaz de identificar a presenca de cis-elementos conhecidos, utilizando
como modelo a familia de genes ERDs (Early Responsive to Dehydration) expressos por Arabidopsis
thaliana durante estresse hidrico (TAJI et al., 1999). Este sistema computacional também pode ser
usado para outras culturas, como o feijao, arroz, trigo, etc.

MATERIAL E METODOS: Como a maioria da porcdo regulatéria dos genes de plantas esta
localizada primariamente a 1000 pb upstream do sitio de inicio da transcricio gene (DEAN;
SCHIMIDT, 1995), optou-se por utilizar 1500 nucleotideos das seqliéncias de cada gene ERD em A.
thaliana. De posse do nimero de acesso de cada gene, as seqliéncias da regido codante (CDS) foram
obtidas a partir da base de dados do National Center for Biotecnology Information (ver
www.ncbi.nlm.nih.gov). Individualmente, as seqliéncias foram confirmadas submetendo as mesmas
contra o0 genoma de A. thaliana usando basic Local Alignement Tool (BLASTN,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Um programa em linguagem C foi criado para obter-se a
regido upstream de cada gene a partir do cromossoma correspondente. A identificacdo de provaveis
cis-elementos foi conduzida usando 0 software PLACE
(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html). Um script foi criado para inserir os arquivos
gerados pelo software Place numa base de dados criada para armazenar e permitir consulta dos dados.
Este programa foi feito em Shell script Bash, executado em ambiente Unix/Linux. A base de dados foi
modelada e implementada utilizando o sistema gerenciador de banco de dados MySQL (ver
www.mysgl.org), que é um software livre. A interface de visualizacdo e consulta dos dados foi criada
de modo a atender as necessidades do usuario. Para isto, padginas HTML foram implementadas para
acesso a opcOes de consulta. Para visualizagdo dos resultados foram feitos programas em JSP (Java
Server Page) e Javascript de modo a realizar a busca da informagdo solicitada no banco de dados sobre
cis-elementos. O banco de dados foi feito em MySQL e a linguagem de consulta aos dados é SQL
(Sequel Query Language). A linguagem JSP é usada para construir programas que sdo executados no
servidor web. Estes programas acessam a base de dados sobre cis-elementos para realizar consultas
pedidas pelo usuario e montam o resultado para ser exibido em formato HTML ou CSV (comma
separated values) no computador do usuario. O formato CSV é facilmente lido por uma planilha
(Excel ou Calc) e assim pode ser usado para outros fins de analise. A linguagem Javascript é usada
para declarar e implementar fungdes na pagina HTML na qual os dados sdo preenchidos em um
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formulério. Apds inseridos os dados, sdo executadas as funcbes na maquina do usuario para
verificacdo do correto preenchimento do formulério de entrada de dados. Caso algum dado esteja
errado, 0 programa Javascript envia um alerta ao usuério. Se os dados estiverem preenchidos
corretamente, entdo estes sdo enviados ao servidor para servirem de entrada para 0s programas feitos
em JSP. Assim, uma parte do processamento é feita no computador do usuério e outra parte do
processamento é feita no servidor web.

RESULTADOS E DISCUSSAO:Foram utilizados os genes ERDs de A. thaliana para simular a
entrada de dados no sistema computacional desenvolvido. Quando as seqtiéncias de 1500 nucleotideos
de cada gene foram submetidas ao PLACE, uma pagina HTML foi obtida contendo os cis-elementos
encontrados em cada gene, com sua respectiva seqiiéncia e um link cuja ativacdo era necessaria para
se ter conhecimento da predita funcdo. Assim, para saber a funcdo de cada cis-elemento tinha como
funcdo, era necessario acessar todos os links. Esta tarefa, além de laboriosa e tediosa, despendia muito
tempo. Para contornar esta situacdo, um programa foi criado usando linguagem Shell script Bash de
modo a permitir o carregamento de todos os arquivos referentes a cada link. Desta forma, o link que
indicava funcéo foi transformado em informacédo diretamente disponivel para visualizagdo e consulta
na base de dados, tornando a informag&o disponivel rapidamente e de forma independente do link. A
base de dados é constituida de um deposito das seqliéncias dos genes ERDs com respectiva posicao
dos cis-elementos, funcGes preditas, links para funcdo completa, etc.. Isto proporciona ao usuario a
busca por palavras chaves, nome dos genes, seqiiéncia do cis-elementos dentre outros. Ao usar 0
sistema foram identificados varios cis-elementos que estdo associados a diversos estresses ou
desenvolvimento de plantas em todos os genes. Para exemplificar, quando se realizou a busca pela
palavra chave drought (seca) (Figura 1), 100% dos genes continham cis-elementos relacionados a esta
caracteristica. Este resultado nos indica que a analise de cis-elementos na sequencia de genes
regulatdrios expressos pode ser utilizado para auxiliar a identificar genes candidatos associados a
determinados estresses.

Buscapor ERDS e seus Cis elementos atraves de pal have. Fechar - Veltar para a pagina anterior.
~
Os resultados obtidos para as palavras-chave
drought
foram:
Sequencia Cis CisActing Variedade ERD Descrigéo - Link
CATGTG MYC Arabidopsis Thaliana ERD1  httpffwww. dna affic go. jp/sigscan/disp. cg 73000413
CATGTG WYC Arabidopsis Thaliana ERDE  httpffwww dna affrc go jpisigsean/disp cai?3000413
CATGTG MYC Arabidopsis Thaliana ERD 10 httpfwww. dna affrc go. jp/sigscan/disp. cgi 75000413
CATGTG LY Arabidopsts Thaliana ERD 16 httpiwarw. dha affre go iplsigscan’disp g 730004132
CATGTG MYC Arabidopsis Thaliana ERD 15 http fwww. dna affrc go jp/sigscan/disp. cg 73000413
CATGTG T Arabidopsis Thaliana ERD 13 httpiwarw. dha affre go iplsigscandisp cgi 73000413
CATGTG MYC Arabidopsis Thaliana ERDE  http ffwww. dna affrc go p/sigscan/disp. cg 73000413
CACATG T Arabidopsis Thaliana ERD 1 httpofwarw. dha affre go iplsigscandisp cgi 73000174
CACATG MYC Arabidopsis Thaliana ERDE  httpfwww. dna affrc go jp/sigscan/disp. cg 73000174
CACATG MYC Arabidopsis Thaliana ERD 10 httpfiwarw. dha affrc go iplsigscanddisp. cgi 73000174
CACATG YT Arabidopsis Thaliana ERD 16 http ffwww. dna affrc go jp/sigscan/disp. cg 73000174
CACATG MYC Arabidopsis Thaliana ERD 15 httpiwarw. dha affrc go iplsigscanddisp. cgi 73000174
CACATG YT Arabidopsis Thaliana ERD 13 http ffwww. dna affrc go jp/sigscan/disp. cg 73000174
CACATG MYC Arabidopsis Thaliana ERDE  httpfwww. dna affrc go jp/sigscan/disp. cgi?3000174 3

Figura 1. Resultado de uma busca por palavras (drought).

A busca ilustrada na Figura 1 mostra uma série de ERDs e também as variedades e dados sobre cis-
elementos (sequéncia e cis Acting). Para fazer uma busca dessa sem ter um sistema, seria necessario
obter todos os genes relativos a ERD, obter a sequéncia upstream e com esta gerar um resultado que
conteria todos os links. Com todos estes links, seriam feitas consultas em todas as paginas para entéo



saber qual tem alguma caracteristica ligada a seca (drought). Outros resultados que o usuério pode ter
¢ quanto a consultas por cis-elementos conhecidos e fun¢Ges. Um exemplo de saida, em HTML, seria
tal como ilustra a Figura 2. Outras consultas sdo com respeito a busca por cis-elementos comuns entre
ERDs (0 que os ERDs cadastrados no sistema tém em comum) e busca por cis-elementos por ERDs (0
gue cada ERDs tem com respeito a cis-elementos). Com estes resultados fica mais facil visualizar a
participacdo de cada cis-elementos em um dado conjunto de ERDs. A interface web e o banco de
dados vazio podem ser disponibilizados ao publico, bem com todo o procedimento de captura de
dados e sua inser¢do no banco de dados para consulta pelo sistema.
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Figura 2. Trecho de um resultado de uma consulta por Cis-Elementos e sua funcdo.

CONCLUSOES: Com a interface web para acesso aos dados diversos sobre cis-elementos, é possivel
obter uma série de conclusdes de forma rapida e ainda obter estes resultados para outras analises. Para
isso, um trabalho computacional foi feito, de forma que qualquer dado sobre ERDs e cis-elementos de
qualquer cultura possa ser inserido na base e consultado facilmente. Embora os exemplos acima se
referem a Arabdopsis Thaliana, este sistema vale para qualquer cultura. Assim, basta inserir os dados
relativos a cultura de feijdo que o sistema ira fornecer todos os resultados sobre cis-elementos tal
como foi demonstrado para a Arabdopsis Thaliana.
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