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1 INTRODUCAO

A crescente demanda pelo arroz, considerada a espécie cultivada de maior
potencial para o combate a fome mundial, devido a sua versatilidade e
adaptabilidade a diferentes condi¢cdes de solo e clima, remete ao melhoramento
genético na busca de mecanismos ligados a resisténcia das plantas a diferentes
estresses bidticos e abidticos, alta produtividade e qualidade, além de estabilidade
produtiva.

O arroz cultivado esta sujeito a varios tipos de estresses abibticos, dentre 0s
quais o da profundidade de semeadura. O arroz vermelho caracteriza-se por
apresentar maior longevidade quando as sementes sao depositadas em
profundidade maior (NOLDIN, 1995), e o desenvolvimento de sua parte aérea é
superior ao cultivado quando submetido a esse estresse. Nesse sentido, acessos de
arroz vermelho tém sido muito utilizados, pois possuem uma gama de genes ainda
nao identificados, que podem ser incorporados ao genoma do arroz cultivado
conferindo beneficios (AMARAL, 2010), principalmente genes envolvidos no
processo de germinacao / emergéncia.

O desenvolvimento de pesquisas com enfoque molecular utilizando
gendtipos de arroz com contraste fenotipico, através da técnica de cDNA/AFLP
(MAO et al., 2004), permite a separacao de fragmentos de genes relacionados aos
contrastes existentes entre os genétipos e em diferentes fases de desenvolvimento,
0 que possibilita a identificacdo de enzimas envolvidas nas rotas metabdlicas que
participam do processo de germinacdo / emergéncia do arroz, sendo que essas
informacBes podem ser futuramente utilizadas nos programas de melhoramento
genético para o desenvolvimento de genoétipos com desempenho superior para o
carater estudado, através da selecdo assistida por marcadores moleculares
(AMARAL, 2010).

O estudo teve por objetivo isolar e avaliar fragmentos de genes
diferencialmente expressos durante o processo de germinacdo / emergéncia do
arroz, submetido ao estresse de profundidade de semeadura.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Foram utilizados trés gendtipos de arroz para comparagdo da expressao
diferencial de genes no processo de germinacédo / emergéncia: a cultivar BRS 7
Taim, sensivel a semeadura a grandes profundidades, o ecotipo de arroz vermelho
FFS-45 , tolerante a semeadura em grandes profundidades, e a cultivar Nipponbare,
gue possui seu genoma sequenciado e disponivel em bancos de dados.

Os materiais foram semeados a 15 cm de profundidade em tubos de PVC
sobre bandejas plasticas, com areia esterilizada. O tecido vegetal foi obtido através
de coletas em quatro etapas: aos 04, 07, 14 e 21 dias ap6s a semeadura,
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contemplando o periodo em que provavelmente os principais genes estdo sendo
expressos.

O RNA total foi isolado com a utilizacdo do reagente Trizol (Invitrogen®), e a
obtencdo de cDNA foi através do Kit SuperScript Double-Stranded cDNA Synthesis
(Invitrogen®) conforme instrucdes do fabricante.

A deteccdo dos fragmentos de genes diferencialmente expressos foi
executada conforme (Habu et al., 1997). Foram testadas 16 combinacdes de primers
do AFLP Starter Primer Kit (Invitrogen®), conforme instrucées do fabricante (E-AAG /
M-CAC, E-AAG / M-CTG, E-ACA / M-CAA, E-ACA / M-CTT, E-ACC / M-CAC, E-ACC
IM-CTC, E-ACG / M-CAT, E-ACT / M-CTA, E-ACT / M-CTC, E-ACT / M-CTG, E-
AGC / M-CAA, E-AGC / M-CAC, E-AGC / M-CAT, E-AGC / M-CTA, E-AGG / M-CAC,
E-AGG / M-CAG)

Para visualizacdo dos fragmentos de genes diferencialmente expressos,
obtidos através da técnica de cDNA/AFLP, realizou-se eletroforese em gel de
poliacrilamida a 5% de concentracdo, revelado com nitrato de prata, conforme
Beidler (1982).

A avaliacdo dos resultados foi feita através da observacdo da presenca /
auséncia, além de intensidade, dos fragmentos presentes individualmente em cada
um dos trés genotipos.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Das 16 combinacdes de primers utilizadas somente trés (E-AGC / M-CAC, E-
AAG / M-CTG e E-ACA / M-CTT) nédo apresentaram amplificacdo e as 13
combinacfes restantes apresentaram 95 fragmentos diferencialmente expressos
relacionados aos gendétipos estudados.

Considerando a analise individual de cada genotipo, na cultivar BRS 7 Taim,
foram identificados 26 fragmentos diferencialmente expressos. No ec6tipo de arroz
vermelho FFS-45 foi possivel identificar 41 fragmentos diferencialmente expressos.
Por outro lado, somente sete fragmentos foram observados exclusivamente na
variedade Nipponbare. Esse elevado numero de fragmentos contrastantes comprova
a alta variabilidade genética que pode estar relacionada ao carater germinacao /
emergéncia, como pode ser observado na Figura 1. O elevado numero de
fragmentos encontrados somente no ecotipo FFS-45 possivelmente estejam
relacionados com a capacidade de desenvolvimento das plantas de arroz vermelho
em condicoes de estresse de profundidade de semeadura, conferindo-lhes um
desempenho superior ao arroz cultivado. De acordo com Malone et al. (2007) o arroz
vermelho possui um elevado grau de polimorfismo, comprovado pelo uso de
marcadores microssatélites e isoenzimas.

Cinco fragmentos foram observados na cultivar Taim que também estédo
presentes no arroz vermelho, da mesma forma, na comparacao entre arroz vermelho
e Nipponbare, foram identificados 15 fragmentos. Ainda foi possivel notar um
fragmento presente nas cultivares Taim e Nipponbare que ndo esta presente no
ecotipo de arroz vermelho.
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Figura 1 — Separacao de fragmentos através da técnica de cDNA-AFLP em gel de poliacrilamida 5%
corado com Nitrato de Prata. Os fragmentos foram obtidos utilizando as combinacdes de primers (A)
E-AGG / M-CAG, (B) E-ACC / M-CAC. As setas pontilhadas indicam alguns dos fragmentos
identificados no ecétipo de arroz vermelho, e as setas continuas apontam fragmentos presentes nos
trés genotipos. ‘T' — Taim; ‘A’ ou ‘AV’ — Arroz Vermelho e ‘N’ — Nippombare.

Alguns fragmentos presentes nos trés genétipos apresentaram diferenca na
intensidade de bandas. Segundo Breyne et al. (2003), devido ao uso de géis de alta
resolucdo, as diferencas na intensidade das bandas que podem ser observadas,
fornecem uma boa medida da diferenca relativa nos niveis de expressao do gene.
Estes fragmentos mais intensos comprovam que alguns genes podem ter sua
atividade acentuada em determinado estadio de desenvolvimento da plantula, sendo
gue estas podem representar respostas a fatores ambientais, como estresses ou
tolerancia.

A técnica de cDNA - AFLP permite identificar fragmentos de diferentes pesos
moleculares numa escala de 100 a 1000pb e, como as bandas observadas,
indiferentes das combinacfes de primers, apresentaram peso molecular entre 200 e
100pb, o que confere com outros trabalhos que utilizaram a mesma técnica em arroz
(FERRARI, 2008), a técnica é apropriada para a identificacdo de fragmentos de
genes diferencialmente expressos em diferentes genétipos de arroz, quando
submetidos a grande profundidade.

4 CONCLUSOES

O ecdétipo de arroz vermelho FFS-45 possui alto grau de polimorfismo na
germinacgédo / emergéncia quando comparado ao arroz cultivado.

Ha diferencas na intensidade da expressdo génica no momento da
germinacado / emergéncia entre os gendtipos vermelho, Taim e Nipponbare.
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A técnica de cDNA - AFLP é eficiente para a identificacdo de fragmentos de
genes diferencialmente expressos em arroz vermelho e cultivado, quando
submetidos a grande profundidade.
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