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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € o terceiro cereal mais cultivado no mundo e se
constitui num modelo para a genética e fisiologia das plantas -cultivadas
(BENNETZEN & FREELING, 1993; GALE & DEVOS, 1998; BENNETZEN, 2002),
devido ao elevado conteudo informativo disponivel (PENNISI, 2000; GOFF et al.,
2002).

Estudos demonstraram alta variabilidade genética entre diferentes ecotipos de
arroz vermelho para o carater germinacdo/emergéncia a grandes profundidades
(PESKE, et al.; 1993; PESKE, et al., 1997, SGUAREZI et al., 2003), tornando-0s
importantes para 0 mapeamento de caracteres e identificacdo de genes de
interesse.

A técnica de cDNA/AFLP permite a caracterizacdo detalhada da expressao dos
genes envolvidos em diferentes processos biologicos, tendo sido amplamente
utilizada, se mostrando eficiente e confiavel. Portanto, a compara¢édo da expressao
génica de genotipos de arroz com contraste fenotipico durante a germinacao das
sementes e emergéncia das plantulas proporcionara o desenvolvimento de novos
estudos voltados a identificagdo e caracterizagcao dos genes envolvidos.

O objetivo desse trabalho consiste na identificacdo de fragmentos de cDNA
diferencialmente expressos durante a germinacao/emergéncia do arroz.

2. MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas sementes de arroz de trés diferentes genétipos, a cultivar
BRS 7 “Taim”, o ec6tipo de arroz vermelho FFS-45 e a cultivar Nippombare, as quais
foram semeadas em casa de vegetacao a 15 cm de profundidade, cobrindo-se com
areia esterilizada. O material foi coletado aos quatro, aos sete, 14 e 21 dias apés a
semeadura.



A técnica para obtencédo dos fragmentos consistiu nas etapas de extracdo do
RNA total, obtencdo do cDNA dupla fita, e avaliagdo do polimorfismo genético pela
técnica de cDNA-AFLP.

Para extracdo do RNA total, foi utilizado o reagente PURE LINK PLANT RNA
REAGENT (Invitrogen), seguindo as instru¢des do fabricante. Apds a extracao, foi
obtido um bulk com RNA total de cada época e para cada gendtipo para a posterior
sintese de cDNA.

O cDNA dupla fita foi sintetizado utilizando o kit SuperScript Double Stranded
cDNA Synthesis (Invitrogen), seguindo as recomendacdes de uso do produto. Apos
a sintese, o cDNA foi visualizado através de eletroforese em gel de agarose 1,5%
(SAMBROOK et al., 2001).

Ao cDNA obtido, aplicou-se a técnica de AFLP, (ZABEAU 1993; VOS et al.,
1995) utilizando-se o Kit AFLP Starter Primer (Invitrogen), seguindo recomendacgdes
do fabricante. Foram testadas 10 combinacdes de primers disponiveis no Kit.

As etapas de digestdo do cDNA com enzimas de restricdo, ligacdo de
adaptadores especificos aos terminais dos fragmentos de cDNA, pré-amplificacdo
dos fragmentos utilizando os primers, amplificagdo seletiva e eletroforese dos
fragmentos de cDNA amplificados, em gel de poliacrilamida 6% corado com Nitrato
de Prata (BEIDLER, 1982).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A sintese do cDNA foi positiva para os 3 gendtipos em estudo. Na figura 1
podem ser observados os resultados obtidos para duas das 10 combinacdes de
primers testadas. Com o primer um (figura 1A), foi possivel observar um total de
cinco fragmentos de cDNA diferencialmente expressos entre os diferentes
genadtipos. Ja com a segunda combinacdo de primers testada (FIGURA 1B) foram
obtidos apenas trés fragmentos polimorficos.

Essas bandas que se apresentaram polimoérficas entre os diferentes genétipos
representam  fragmentos de  genes  diferencialmente  expressos na
germinacao/emergéncia de sementes submetidas a altas profundidades de
semeadura e, portanto tornam-se promissoras para estudos que visem a
identificagcdo dos genes relacionados a esses processos fisiologicos. Através da
eluicdo desses fragmentos para posterior clonagem e seqiienciamento sera possivel
a identificacéo de genes relacionados aos caracteres de interesse nesse estudo.



Figura 1. cDNA-AFLP em gel de poliacrilamida 6% corado com Nitrato de
Prata, onde foram testados 2 combinagdes de primers EcoRl e Msel nos
gendtipos Nippombare (1), Arroz vermelho (2) Taim (3) e em cada um dos
gendtipos foi realizado um bulk de cDNA contendo todas as épocas coletadas
previamente determinadas no trabalho . As setas assinaladas na figura
representam fragmentos de cDNA-AFLP que apresentaram-se polimorficos
entre os genotipos.

4. CONSIDERACOES FINAIS

A técnica de cDNA-AFLP foi eficiente na obtencdo de fragmentos de cDNA
diferencialmente expressos, em genotipos de arroz contrastantes para o carater de
germinacao/emergéncia a altas profundidades de semeadura.

Através do isolamento, clonagem e sequienciamento dos fragmentos de cDNA
amplificados poderéo ser identificados genes/proteinas relacionados ao carater em
estudo.
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