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RESUMO

AMARAL, Fernanda Plucani. Identificacdo de fragmentos diferencialmente
expressos na germinacao/emergéncia de arroz vermelho e cultivado, sob
estresse da profundidade. 2010, 53p. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pés-
Graduacdo Ciéncia e Tecnologia de Sementes. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

Cultivado em todo continente, o arroz (Oryza sativa L.) possui grande importancia
social e econbmica, além de ser uma planta modelo para estudos de genética e
fisiologia de plantas cultivadas. O Brasil estd entre os dez principais produtores
mundiais desta cultura, sendo que o Rio Grande do Sul é responsavel por 60% da
producdo brasileira. Devido a sua versatlidade e adaptabilidade a diferentes
condicbes de solos e climas, cabe ao melhoramento genético a busca de
mecanismos ligados a resisténcia das plantas a diferentes estresses bidticos e
abidticos, alta produtividade e qualidade, sendo, para isto, imprescindivel a presenca
de variabilidade genética. Neste sentido, acessos de arroz vermelho tém sido muito
utilizados, pois possuem uma gama de genes ainda nao identificados, e a
identificacdo do recurso responsavel pela competicdo e caracteristicas morfologicas
possiveis de serem introduzidas no arroz cultivado, torna essa espécie atrativa para
identificacdo e caracterizacdo de genes e envolvidos no processo de germinacgao /
emergéncia, em estudos de expressao diferencial. Este estudo tem por objetivo
identificar fragmentos diferencialmente expressos na germinagao/emergéncia de um
ecotipo de arroz vermelho e dois gendtipos cultivados, submetidos ao estresse da
profundidade (BRS 7 Taim representando o arroz cultivado, o ecotipo de arroz
vermelho FFS-45 e a cultivar Nipponbare). Os gendtipos foram colocados para
germinar a 15cm de profundidade. Amostras foram coletadas aos 4 dias, 7 dias, 14
dias e 21 dias apdés a semeadura sendo que logo apés cada coleta foi extraido o
RNA para construcdo de cDNA. Para obtencdo dos fragmentos de genes
diferencialmente expressos entre 0s genaotipos, utilizou-se a técnica de cDNA-AFLP,
onde foram testadas 16 combina¢des de primers, que possibilitou a identificacdo de
95 fragmentos diferencialmente expressos, sendo que 3 destas combinacdes néo
apresentaram amplificacdo. A analise das bandas foi realizada através da
visualizacdo em gel de acrilamida, utilizando o critério de presenca e/ou auséncia de
bandas entre os gendtipos e diferenca de intensidade entre os fragmentos. A partir
da identificacdo desses genes, mediante estudos de sequienciamento,
caracterizacao e clonagem, sera possivel contribuir para os estudos relacionados a
identificacdo de genes envolvidos com a germinacédo e emergéncia do arroz.

Palavras-chave: Oryza sativa L., germinacdo/emergéncia, cDNA-AFLP.
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ABSTRACT

AMARAL, Fernanda Plucani. Identification of fragments differential expressed in
germination / emergence of red rice and cultivated under stress of depth. 2010,
53p. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-Graduacédo Ciéncia e Tecnologia de
Sementes. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Grown on every continent, rice (Oryza sativa L.) has great social and economic as
well as being a model plant for studies of genetics and physiology of plants. Brazil is
among the top ten world producers of this culture, and the Rio Grande do Sul is
responsible for 60% of Brazilian production. Due to its versatility and adaptability to
different soils and climates, it is the breeding of the search mechanisms on the
resistance of plants to different biotic and abiotic stresses, high productivity and
guality, and for this, absolutely the presence of genetic variability . In this sense, red
rice accessions have been widely used because they have a range of as yet
unidentified genes, and identification of the resource responsible for competition and
morphological possible be brought into cultivated rice, makes this species attractive
for the identification and characterization of genes and involved in the process of
germination / emergence, in studies of differential expression. This study aims to
identify differentially expressed fragments in the germination / emergence of red rice
ecotype and two genotypes grown under stress depth (BRS Taim 7 representing the
cultivated rice, the red rice ecotype FFS-45 and cultivar Nipponbare) . The lines were
placed to germinate at 15cm depth. Samples were collected at 4 days, 7 days, 14
days and 21 days after sowing and soon after each collection was extracted RNA for
construction of cDNA. To obtain the fragments of differentially expressed genes
among genotypes, we used the technique of cDNA-AFLP, which were tested 16
primer combinations, which allowed the identification of 95 differentially expressed
fragments, and 3 of these compounds showed no amplification. The analysis of the
bands was performed by visualization on acrylamide gels, using the criterion of
presence or absence of bands between the genotypes and the difference in intensity
between fragments. By identifying these genes by sequencing study, characterization
and cloning, will contribute to studies related to the identification of genes involved in
germination and emergence of rice.

Keywords: Oryza sativa L., germination/emergence, cONA-AFLP.



INTRODUCAO

Cultivado em todos os continentes, o arroz (Oryza sativa L.) possui grande
importancia social e econdmica, além de apresentar uma série de caracteristicas
fisiologicas e genéticas que o tornam uma planta modelo para estudos de interesse
a fisiologia das plantas cultivadas (BENNETZEN & FREELING, 1993; GALE &
DEVOS, 1998; BENNETZEN, 2002; SGUAREZI et al.,, 2003; SGUAREZI et al.,
2004).

Componente basico na dieta alimentar de 2/3 da populacdo do planeta,
devido ao seu alto valor nutricional, o arroz destaca-se no cenario agricola mundial
com uma producédo de 590 milhdes de toneladas em uma area de 150 milhdes de
hectares cultivada anualmente (EMBRAPA, 2009).

O Brasil esta entre os dez principais produtores mundiais desta cultura, com
cerca de 12 milhdes de toneladas produzidas (CONAB, 2009; FAOSTAT, 2009).
Dentre os estados produtores, o Rio Grande do Sul é responsavel por 60% da
producéo brasileira, com uma area plantada de pouco mais de 1milhdo de hectares
segundo o Instituto Rio Grandense do Arroz — IRGA (2009). A crescente demanda
por esta cultura, considerada a espécie de maior potencial para o combate a fome
mundial, devido a sua versatilidade e adaptabilidade a diferentes condi¢cdes de solos
e climas, remete ao melhoramento genético na busca de mecanismos ligados a
resisténcia das plantas a diferentes estresses biéticos e abidticos, alta produtividade
e qualidade, sendo imprescindivel a presenca de variabilidade genética.

As espécies silvestres de arroz vém sendo utilizadas nos programas de
melhoramento genético tanto para ampliar a base genética das populacdes, quanto

para transferir caracteristicas especificas para as variedades cultivadas. Acessos de



arroz vermelho tém sido muito utilizados com este enfoque, pois possuem uma
gama de genes ainda nao identificados que podem conferir vantagens para as
variedades de arroz cultivado. Por pertencerem a mesma espécie botanica as
condi¢Bes climaticas ideais para o desenvolvimento do arroz cultivado, favorece
também o crescimento do arroz vermelho tornando - o um competidor em potencial
da cultura. A identificacdo do recurso responséavel pela competicdo e caracteristicas
morfologicas possiveis de serem introduzidas no arroz cultivado, através do
melhoramento genético, torna o arroz vermelho atrativo para identificacdo de genes
e mapeamento de caracteres de interesse envolvidos no processo de germinacéao /
emergéncia, em estudos de expressao diferencial (MALONE et al, 2006).

Os estresses ambientais a que as plantas sdao submetidas diariamente,
como excesso ou falta de agua, salinidade e temperatura, afetam diretamente no
desempenho e no desenvolvimento destas. Um tipo de estresse abidtico que tem
sido estudado é a profundidade de semeadura, que afeta principalmente a
uniformidade do estande das lavouras. Estudos mostram que esta caracteristica
pode ser positiva para algumas espécies, mas principalmente para o
desenvolvimento de bancos de sementes de daninhas no solo. O arroz vermelho
possui maior longevidade quando as sementes sdo depositadas em profundidade no
solo que na superficie (NOLDIN, 1995), e seu desenvolvimento de parte aérea é
superior ao cultivado quando submetido a este estresse.

O melhoramento genético vem evoluindo em diferentes areas, permitindo
aos melhoristas aumentarem a eficiéncia na selecédo e explorar mais racionalmente
0S recursos genéticos. Sua contribuicdo no plano mundial é inegavel, respondendo
por 50% dos aumentos em produtividade nas espécies cultivadas, assim como para
reducdo dos custos de producédo e para incorporacdo de novas areas de producéo
(RAMALHO, 2004; NETO et al., 2008). Em 2004, foi anunciado o sequenciamento
completo do genoma do arroz. Como consequUéncia desse estudo, que reuniu
pesquisadores de dez paises, existe atualmente uma grande expectativa na
identificacdo de genes que sejam importantes para o melhoramento genético e que
contribuam para o aumento da produtividade dessa cultura. Além disso, o arroz
apresenta sintenia com outros cereais, ou Seja, possui blocos de genes
conservados, tanto em relacdo a localizacdo e ordem, quanto a similaridade em

conteldo e sequéncia.



Ferreira (2003) ressalta a importancia do conhecimento da sequéncia
completa do genoma estrutural do arroz, ja que € de grande interesse para a
pesquisa basica e aplicada na area agricola. E destaca o potencial gendmico
presente em cultivares de arroz da subespécie indica devido a sintenia que possui
com outras gramineas, como é o caso da cultivar Taim, que é descendente da
selecdo de plantas hibridas (cruzamento desconhecido), encontrada na area
experimental de melhoramento de arroz da Embrapa.

O desenvolvimento de pesquisas com enfoque genético-molecular utilizando
genotipos de arroz com contraste fenotipico para o carater germinagcdo /
emergéncia, através do isolamento de fragmentos de cDNA diferencialmente
expressos — cDNA/AFLP (MAO et al., 2004), permite o isolamento de fragmentos
dos genes relacionados aos contrastes existentes entre 0s genotipos e entre as
fases de desenvolvimento (germinacdo e emergéncia). A técnica de marcadores
moleculares baseada no polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados
(AFLP) tem sido bastante utilizada, principalmente devido a sua capacidade em
acessar a variabilidade a nivel de genoma, detectando um grande numero de
fragmentos por reacdo possibilitando uma amostragem ampla e simultanea, o que
torna a técnica mais especifica e de consideravel repetibilidade (SPOONER et al,
2005). Contudo, o conhecimento do genoma do arroz pode ser aplicado a outras
culturas de interesse agrondmico como milho e trigo, oferecendo a base para a
interpretacdo da informacdo genética e molecular, disponibilizando informacdes e
alternativas biotecnolégicas para auxiliar na selecao e transferéncia de genes. Isso
possibilita a identificacdo de enzimas envolvidas nas rotas metabdlicas que
participam do processo de germinacdo / emergéncia do arroz, sendo que estas
informacBes podem ser futuramente, utilizadas nos programas de melhoramento
genético do arroz e de outros cereais para o desenvolvimento de gendtipos com
desempenho superior para o carater estudado, através da selecao assistida.

A capacidade de competicdo na germinagédo e emergéncia de arroz vermelho
e arroz cultivado quando se trata de profundidade, € um tema muito estudado
(MARCHEZAN et al., 2003; LACERDA, 2007), pois € conhecido que o arroz
vermelho possui uma alta capacidade de desenvolvimento em relacdo ao cultivado.

Baseados nestas informacdes, a aplicacdo da técnica de cDNA pode proporcionar o



isolamento de fragmentos de genes relacionados com esta capacidade competitiva
diferencial durante a germinagéo e emergéncia do arroz.

Este estudo teve por objetivo produzir e isolar fragmentos de genes
diferencialmente expressos durante o processo de germinagdo / emergéncia do

arroz, submetido ao estresse de profundidade de semeadura.



REFERENCIAL TEORICO

2.1 Origem e domesticagéo da cultura do Arroz

O sudeste da Asia € considerado o centro de origem do arroz (HARLAND,
1975; CHANG, 1976; MATSUO et al., 1997) juntamente com a India que apresenta
numerosas variedades endémicas. As mais antigas referéncias ao arroz sao
encontradas na literatura chinesa, ha cerca de 5.000 anos. O arroz é cultivado em
paises de climas tropicais e subtropicais. Certas diferencas entre as formas de arroz
cultivadas na india e sua classificacdo em grupos, de acordo com ciclo, exigéncia
hidrica e valor nutritivo, foram mencionadas cerca de 1.000 a.C. Da india, essa
cultura provavelmente estendeu-se a China e a Pérsia, difundindo-se, mais tarde,
para o sul e o leste, passando pelo Arquipélago Malaio, e alcancando a Indonésia,
em torno de 1500 a.C.

A cultura € muito antiga nas Filipinas e, no Japéao, foi introduzida pelos
chineses cerca de 100 anos a.C. Até sua introducéo pelos arabes no Delta do Nilo, o
arroz ndao era conhecido nos paises Mediterraneos. Foram, provavelmente, os
portugueses quem introduziram esse cereal na Africa Ocidental, e os espanhdis, os
responsaveis pela sua disseminacdo nas Américas (EMBRAPA, 2009). Devido a
esta vasta distribuicdo acredita-se ter existido um genitor comum nas regifes Umidas
do supercontinente Gonduana antes de sua quebra e deriva (CHANG, 1976).

Foi introduzido no Brasil pela frota de Pedro Alvares Cabral, porém o cultivo
do arroz para uso préprio soO foi relatado apds 1530 na capitania de Sao Vicente.
Pelos tupis era conhecido como “milho d’agua” (abati-uaupé), colhiam nos alagados

préximos ao litoral. Em 1587, lavouras arrozeiras ja ocupavam terras na Bahia e, por



volta de 1745, no Maranh&o. Em 1766, foi instalada a primeira descascadora de
arroz do Brasil, no Rio de Janeiro.

Quanto ao Rio Grande do Sul, atual estado maior produtor de arroz, Auguste
de Saint Hilaire, em sua viagem ao Estado, realizada nos anos de 1820/21, ja fala da
ocorréncia de lavouras desse cereal. Outros autores citam os colonos alemaes de
Santa Cruz do Sul e Taquara como os introdutores da cultura no Estado, sempre em
pequenas lavouras, em estilo colonial. Mas foi em 1904, no municipio de Pelotas,
gue surge a primeira lavoura empresarial, j4 entdo irrigada. Depois, a cultura chegou
a Cachoeira do Sul e, a partir de 1912, teve um grande impulso, gracas aos
locomoveis fabricados pela empresa Mernak, que eram veiculos movidos a vapor,
produzido pela queima da lenha. Os locoméveis acionavam bombas de irrigacdo, o
que facilitava a inundacéo das lavouras de arroz (FARSUL, 2009).

O arroz € uma cultura Gnica em alguns aspectos, originalmente nao foi
cultivado em submersdo, mas acredita-se que devido a mutagdes tornou-se uma
planta aquatica apresentando adaptacbes a diferentes condicbes de umidade
(BOREM et al., 2005). Sua domesticacdo ocorreu independentemente na Asia e na
Africa, onde surgiram cerca de vinte espécies diferentes, mas somente duas delas
possuem valor agrondmico Oryza sativa e Oryza glaberrina.

A espécie Oryza sativa € muito comum nas regides produtoras de arroz, a
maioria das variedades cultivadas pertence a esta espécie, que € caracterizada por
sua plasticidade e qualidade de sabor. Originou-se no Extremo Oriente e sofreu

divisbes em O. sativa japonica (origem chinesa) e O. sativa indica (origem indiana).

2.2 Classificacdo Botanica

O arroz € uma planta autbgama, monocotiledénea da familia Poaceae
(Gramineae). O nome Oryza vem de um termo grego, e foi denominado assim por
Lineu. O género Oryza é 0 mais rico e importante da tribo Oryzeae, possui cerca de
24 espécies, dispersas espontaneamente nas regides tropicais da Asia, Africa e
Américas encontradas desde lagos de &aguas profundas, até densas florestas
(UNCTAD, 2009). A espécie Oryza sativa é considerada polifilética, resultante do
cruzamento de formas espontaneas variadas. Existem duas formas silvestres que

sdo apontadas na literatura como precursoras do arroz cultivado: a espécie O.



rufipogon, procedente da Asia, originando provavelmente a O. sativa; e a O. barthi,
ou O. breviligulata, derivada da Africa Ocidental, dando origem a O. glaberrima.

O arroz cultivado O.sativa € dividido em duas subespécies: Indica e
Japonica que apresentam diferentes localizacées. Os cultivares indica estéo
distribuidos nas zonas tropicais e subtropicais, enquanto que os da subespécie
japbnica estdo mais adaptados as zonas temperadas, isso porque estes toleram
mais o frio do que os indica. Para serem cultivados em regides tropicais, os japbnica
se adaptam bem ao cultivo de sequeiro (OKA, 1974).

A classificacdo do arroz nesses dois grupos é de valiosa importancia para 0os
melhoristas, pois indica a adaptacdo a ambientes especificos e influencia de certa
forma, as estratégias para utilizacdo de germoplasma. Os dois grupos sao
diferenciados através de um conjunto de caracteres que abrangem desde aspectos
morfologicos até reacdes a estresses abioticos como frio e seca (MORISHIMA,
1986).

2.3 A Cultura do Arroz

A China € o principal produtor mundial de arroz, com 186.730 mil toneladas,
ou seja, 30,7% do total produzido, seguida pela india com 20,4%. A producio
brasileira corresponde a apenas 2,2% da producdo mundial e tem se mantido
proxima a 10 milhdes de toneladas, e cresceu apenas 130.503 toneladas do periodo
1998 a 2001, para o periodo 2001 a 2003 (FAOSTAT, 2009).

O Rio Grande do Sul é responsavel por 60% da producdo nacional, e
finalizou a safra 2008/09 com producédo de 8,047 milhGes de toneladas de arroz em
uma area cultivada de 1,105 milh&o de hectares, segundo levantamento do Instituto
Rio Grandense do Arroz. O resultado indicou avanco sobre as 7,535 milhdes de
toneladas registradas na temporada 2007/08, que teve area semeada de 1,068
milhdo de hectares (IRGA, 2009).

A lavoura de arroz tem se destacado principalmente pela modernizacdo por
gue passou nos Uultimos tempos em aspectos como a introducdo de novas
variedades com maior potencial produtivo, manejo, sistemas produtivos e
gerenciamento, que acrescentaram rentabilidade a esta lavoura. Demonstrado no

aumento da produtividade média superior a 7,28 T/ha, apresentada no Estado, na



safra 2008/09 superando a safra anterior que apresentou 6,98 T/ha, o que mostra a
evolucao no desenvolvimento das lavouras ao longo das safras.

Dentre os demais produtos da lavoura do Estado a lavoura arrozeira
representou 15,32% do Valor Bruto da Producdo Agropecuaria, cerca de R$1,31
milhao (CONAB, 20009).

2.4 Estresses abioticos

O conceito de estresse segundo Taiz et al (2006), é definido como um fator
externo, que exerce uma influencia desvantajosa para a planta. A maioria dos
estresses sdo causados por fatores ambientais ou abiéticos, e sdo medidos em
relacdo a sobrevivéncia da planta, produtividade agricola, crescimento ou o
processo primario de assimilagdo, que estdo relacionados ao crescimento geral.
Este conceito esta intimamente relacionado a tolerdncia ao estresse, que é a aptidao
da planta para enfrentar um ambiente desfavoravel. Ervas daninhas, patégenos e
predacédo por insetos sdo exemplos de estresses causados por fatores bioticos.

A adaptacéo e aclimatacdo das plantas ao estresse ambiental resultam de
eventos integrados que ocorrem em todos os niveis de organizacdo desde o
anatdbmico e morfologico até o celular, bioquimico e molecular. As mudancas
ocorrem gradativamente, afetando os processos de divisdo celular e formacao de
endomembranas alterando o metabolismo das plantas. Atualmente um enfoque
especial tem sido dado aos estudos moleculares relacionados as respostas
genbmicas da planta ao estresse. Existem diversos tipos de estresses causados por
mudancas ambientais como déficit hidrico, salinidade, temperatura, deficiéncia de
oxigénio e de manejo como a profundidade de semeadura.

A profundidade de semeadura afeta o processo de germinacdo e
emergéncia das plantas, principalmente em se tratando de arroz. Noldin (1995)
identificou que a longevidade de sementes de arroz vermelho decresce,
consideravelmente, quando as sementes sdo depositadas na superficie do solo.

Assim, apos a colheita do arroz, em areas infestadas com a invasora, 0s
produtores devem evitar a adocdo de praticas de manejo do solo que provoquem o
enterrio das sementes, pois estas aumentam a sua longevidade quando localizadas

a maiores profundidades no solo.



2.5 Germinagao e emergéncia

Para que uma semente germine é necessario que ela esteja em equilibrio
com o0 meio externo, ou seja, que haja disponibilidade de &gua, oxigénio,
temperatura adequada e luz.

A germinacgdo, na visdo dos tecnologistas de sementes, inicia-se com a
embebicéo, seguida do desenvolvimento da estrutura embrionéria e encerra com a
formacdo de uma plantula em que sejam evidentes as suas partes constituintes
(PESKE et al, 2006). Ja para os fisiologistas, a germinacdo encerra no momento em
gue ha protrusdo da radicula (raiz primaria), pois diferentemente dos tecnologistas,
os fisiologistas ndo consideram o estabelecimento das plantas no campo.

A agua é o fator determinante para o crescimento do embrido, pois induz a
atividade metabolica das sementes, melhorando assim a capacidade respiratéria,
ativando a sintese de enzimas e hormdnios, contribuindo para a translocacdo e
assimilacdo de reservas, e facilitando a protrusdo da raiz primaria. A embebicao
possui um fator trifasico de hidratacao, na fase | apresenta uma rapida absorcéao de
agua, independente da atividade metabodlica da semente. Essa primeira fase
desencadeia a reativacdo do metabolismo, e o crescimento do embrido é controlado
por por¢cdes ativas do genoma como RNAmM armazenado no final da maturacao e
RNAm sintetizados apo0s o inicio da hidratacdo de sementes. Este fato pode ser
comprovado pelo aparecimento de diferentes enzimas durante os diferentes estadios
de desenvolvimento do embrido (MARCOS FILHO, 2005).

As reducdes nos niveis de transferéncia de agua e respiracdo caracterizam
a fase Il. Neste momento a semente faz uma pausa na absorcdo para sintese de
novas enzimas e RNA preparando-se metabolicamente para a protrusdo da raiz
primaria. Na fase lll ha a retomada do crescimento do embrido, identificado pela
protrusado da raiz.

A plantula em crescimento precisa percorrer certa distancia em centimetros
da semente até a superficie para se converter em um organismo fotossintetizante,
este processo € denominado emergéncia. Como 0 arroz possui uma emergéncia do

tipo hipogea, o epicétilo emerge do solo e o cotilédone permanece abaixo da



superficie até sua total decomposicdo. Nesta fase a planta mobiliza suas reservas

presentes na semente, e prepare-se para tornar-se autotréfica.

2.6 Caracterizacao dos Genoétipos

2.6.1 BRS 7 Taim

O cultivar BRS 7 “Taim” pertence ao grupo denominado moderno. A planta
apresenta altura préxima a 100 cm e alta capacidade de perfilhamento; ciclo de 125-
130 dias, da emergéncia a maturacdo; graos tipo patna de casca lisa; alto
rendimento industrial; moderadamente tolerante a toxidez por ferro, apresenta maior
resisténcia a brusone que todos o0s genotipos do tipo moderno, atualmente
existentes, resultando em material que diversifica geneticamente a lavoura orizicola
gaucha.

Segundo dados da EMBRAPA Clima Temperado, possui bom vigor inicial nos
sistemas de cultivo de semeadura direta e cultivo minimo, porém apresenta
deficiéncia na capacidade de germinacdo e emergéncia no solo, principalmente sob
condicdes adversas. E um genoétipo considerado muito sensivel as baixas
temperaturas, e devido ao seu ciclo semi-tardio ndo admite semeaduras tardias,
principalmente em regides sujeitas a ocorréncia de baixas temperaturas durante o

ciclo da cultura, principalmente na fase reprodutiva da planta (APASSUL, 2009).

2.6.2 Arroz vermelho

O arroz vermelho (Oryza sativa L.) € uma planta daninha invasora que
pertence ao mesmo género e espécie do arroz cultivado, sua incidéncia em areas de
cultivo de arroz é problematica ndo s6 no Brasil, mas em varios paises como
Estados Unidos, Jap&o, india, China e nas Américas Central e Sul (CRAIGMILES et
al., 1978). Esta planta exerce forte competicAo pelos mesmos recursos
disponibilizados para o arroz, possui caracteristicas bioquimicas, morfoldgicas e
fisiolégicas semelhantes ao arroz cultivado, o que torna dificil seu controle em
lavouras comerciais de arroz (ELEFTHEROHORINOS et al., 2002).
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As perdas de produtividade em lavouras infestadas com arroz vermelho
podem facilmente superar os patamares de 30%, sendo que altos niveis de
infestacdo podem inviabilizar areas de producdo. Estudos relatam que o arroz
vermelho apresenta maior resisténcia a estresses bidticos e abibticos que o arroz
cultivado, maior adaptabilidade, porte alto, sementes com alto vigor, alta taxa de
fluxo génico com outros cultivares de arroz e ainda podem apresentar resisténcia a
herbicidas devido ao uso continuo (NOLDIN et al., 1999; SHIVRAIN et al., 2007;
MALONE et al.,2007).

Pesquisas comprovam a elevada variabilidade genética presente em
ecétipos de arroz vermelho relacionados ao carater germinacdo / emergéncia a
grandes profundidades (PESKE, et al.; 1993; PESKE, et al., 1997; SGUAREZI et al.,
2003, MALONE et al., 2006), pois estes carregam um acervo de genes perdidos
durante o processo de selecdo a que o arroz cultivado foi submetido na busca de
adaptabilidade e produtividade.

Estes estudos demonstram que a identificacado destes recursos responsaveis
pela maior adaptabilidade e competicdo que o arroz vermelho apresenta, possuem
fundamental importancia para o melhoramento genético na busca de caracteristicas

possiveis de serem introduzidas no arroz cultivado (MALONE et al, 2006).

2.6.3 Nipponbare

O cultivar Nipponbare pertence a espécie Oryza sativa ssp. Adaptado
principalmente as regides temperadas e, cultivado em areas limitadas como Japao,
Coréia, Taiwan e algumas partes da Europa.

A variedade de arroz que pertence a subespécie japonica foi escolhida como
modelo para a codificacdo completa do genoma deste cereal, isso ocorreu devido a
sua utilizacdo como uma das cultivares-méae da populacdo F2 usada para a analise
e construcdo do mapa genético do arroz (HARUSHIMA et al. 1998), e por apresentar
um genoma relativamente pequeno com 389 Mb. Além de apresentar alto nivel de
regeneracdo através de calos, uma vantagem importante para a transformacéo
genética, o cultivar também foi utilizado como um recurso para a construcao de
bibliotecas de cDNA, a fim de gerar um catalogo de ESTs de arroz (SASAKI et al.,
2008).
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Em 1998, foi criado o The International Rice Genome Sequencing Project
(IRGSP), através de um consocio financiado por laboratérios publicos de 10 paises,
com o objetivo de sequienciar o genoma do arroz. Em 2004, o IRGSP conseguiu
sequenciar completamente o genoma do arroz, com 99,99% de precisdo
(International Rice Genome, 2005; The Rice Annotation Project, 2008).

2.7 Melhoramento genético

Qualquer programa de melhoramento genético de plantas visa obter
variedades que permitam a maxima obtencdo do produto final, colhido e processado
com alta qualidade. O melhoramento genético do arroz ndo é diferente, e vem
contribuindo imensamente nos ultimos anos.

A produtividade e a homogeneidade de um estande muitas vezes estao
associadas a defeitos agrondmicos como menor resisténcia a pragas, acamamento
e/ou baixa qualidade das sementes. Mas esta alta taxa produtiva também esta
ligada a interacdo genotipo x ambiente que influencia diretamente na atividade de
genes envolvidos no desenvolvimento das plantas.

O melhoramento genético atual tornou-se uma ferramenta indispensavel na
busca de caracteres que tornem as variedades mais produtivas com diminuicdo do
uso de quimicos e poluentes nas areas de producdo. No Brasil, existem muitos
orgaos envolvidos diretamente com o melhoramento genético do arroz como
Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), IRGA (Instituto
Riograndense do Arroz), EPAGRI, entre outros e o instituto internacional IRRI
(International Rice Research Institute) responsavel por manter o Centro Internacional
de Germoplasma de Arroz (IRGC).

Vérias ferramentas tém sido desenvolvidas para acelerar o processo de
desenvolvimento de novos cultivares, combinadas com o melhoramento genético
classico, como a utilizacdo da engenharia genética (MARGIS, 2009). As técnicas
modernas de biologia molecular oferecem vantagens que conferem a diminui¢cdo do
tempo para lancar uma variedade, identificacdo de genes de interesse a genética e
fisiologia de plantas cultivadas, entre elas a cultura in vitro e a utilizacdo de

marcadores moleculares.
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2.8 Marcadores moleculares

De acordo com Malone e Zimmer (2005), os marcadores moleculares séao
biomoléculas que podem ser relacionadas com uma caracteristica genética
fenotipica. Estas biomoléculas podem ser proteinas (antigenos ou isoenzimas) ou
DNA. Em termos de variabilidade genética, marcadores moleculares permitem
compreender e organizar a variabilidade genética de um programa de melhoramento
de forma Unica, isto é, acessando variabilidade de DNA, que néo € influenciado pelo
ambiente como sdo, por exemplo, os caracteres morfologicos e fenotipicos em geral
de uma planta.

Marcadores morfolégicos apresentam resultados que possibilitam a anélise
da diversidade indicando o valor adaptativo dos genotipos em um determinado
ambiente, porém, suscetiveis a pleiotropia e controle por varios genes
simultaneamente. Outro fator limitante desses marcadores € que somente podem
ser avaliados na planta apos varios anos de seu desenvolvimento em campo
(ALFENAS et al., 1998; SHIMIZU et al., 2000).

Os marcadores isoenzimaticos tornaram-se uma importante ferramenta para
os estudos genéticos, obtidos através de uma técnica simples, acessivel e de
analise direta pela identificacdo de bandas. Contudo, esses marcadores
representam uma baixa parcela do genoma (pequeno numero de locos e de alelos
por loco), podem sofrer interferéncias ambientais, modificacdes poés-traducéo, e
apresentar especificidade para diferentes tecidos, fatos esses que sdo limitantes
para alguns estudos (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Como consequéncia do estudo da variabilidade genética, muitas vezes €&
possivel identificar o padrdo molecular (ou fingerprinting) de gendtipos de interesse,
gue posteriormente podem ser utilizados para a caracterizagcdo de germoplasma,
selecdo de caracteristicas de interesse através do mapeamento de genes e QTLsS, e
analises de diversidade genética (MILACH, 1999). Uma vez que esta informacao
esteja disponivel, é possivel selecionar individuos com o marcador de interesse,
sem avaliar o fendtipo dos mesmos. Esta, também conhecida como selecéo
assistida por marcadores moleculares (SAMM).

Os marcadores moleculares tém sido usados para controle da pureza

genética de sementes de hibridos ou de linhagens, na certificagdo e na fiscalizagéo
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de sementes. Este fator tem contribuido positivamente na prote¢cdo do direito
intelectual do melhorista, sendo utilizada como prova legal em processos juridicos
nos paises em que vigoram as leis de protecdo de cultivares (GUIMARAES &
MOREIRA, 1999).

Até os anos 60, os marcadores utilizados para estudos de genética e
melhoramento, eram controlados por genes associados a caracteres morfolégicos
utilizando fenadtipos de facil identificagéo visual como nanismo, deficiéncia clorofilica,
cor de flor e morfologia foliar. A utilizacdo de anéalise molecular surgiu na década de
70 com a descoberta da tecnologia do DNA recombinante. O aprimoramento de
novas tecnologias permitiu isolar e purificar genes especificos, tornando o DNA uma
molécula facil de ser analisada.

Com o advento das técnicas de biologia molecular, surgiram metodologias
alternativas para detectar polimorfismo genético diretamente ao nivel de DNA. As
enzimas de restricdo foram empregadas para detectar polimorfismo de fragmentos
de restricdo pela primeira vez em 1974. Mais tarde, esta estratégia seria combinada
com técnicas de hibridizacbes para criar a técnica de RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism), (MALONE & ZIMMER, 2005), primeiro tipo de marcador
molecular que permitiu detectar as diferencas entre individuos, diretamente no DNA
(GRODZICKER, 1974).

Em meados da década de 80, pesquisadores descobriram um processo
simples e eficiente de multiplicar, in vitro, em escala exponencial, a quantidade de
DNA de certa amostra (MULLIS & FALOONA, 1987), esta metodologia € conhecida
como Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR (Polymerase Chain Reaction).
Atualmente, a técnica € automatizada, pelo uso de um termociclador e de uma
enzima DNA polimerase termoestavel, a Tag DNA polimerase. Na técnica de PCR, o
fragmento de DNA a ser amplificado deve apresentar dois sitios complementares
aos primers utilizados na reacao, sendo que estes sitios devem estar presentes em
fitas opostas do DNA a uma distancia compativel com a capacidade de extenséo de
um primer até a outra copia completa do sitio complementar ao outro primer, e vice-
versa (BOREM & CAIXETA, 2006). A partir desse evento surgiu uma serie de novas
técnicas de marcadores moleculares, todas utilizando PCR.

Atualmente, as técnicas mais empregadas nos programas de melhoramento

e que utilizam a PCR séo: a técnica de microssatélite ou SSR (Sequéncia Simples
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Repetidas), a técnica de RAPD (Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso), e a
técnica de AFLP (polimorfismo de Comprimento de fragmentos amplificados)
(MALONE & ZIMMER, 2005).

2.8.1 Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos Amplificados (AFLP)

A técnica de AFLP foi desenvolvida com base na decodificagdo do DNA
genbmico (VOS et al, 1995). Baseia-se na combinacdo de outras técnicas,
agregando vantagens como especificidade, alta resolucdo e poder de amostragem
da digestao por enzimas de restricdo da RFLP, com a aleatoriedade, velocidade e
praticidade da PCR e, com a sensibilidade em revelar polimorfismos de alelos da
RAPD (BARKER et al., 1999; WANG et al., 2004).

Sua metodologia consiste basicamente em quatro etapas: 1) Clivagem do
DNA através de enzimas de restricdo; 2) ligacdo dos adaptadores de DNA fita dupla
as extremidades dos fragmentos digeridos que servem de sitios de anelamento do
primer para a amplificacdo via PCR; 3) na amplificacdo seletiva, os fragmentos de
DNA ligados aos adaptadores, sdo submetidos a uma reacdo de PCR com dois
primers diferentes que reconhecem a seqtiéncia dos adaptadores; 4) os produtos da
amplificacdo sdo separados em gel de poliacrilamida desnaturante, o qual
proporciona alto nivel de resolucéo, podendo ser revelados com auto-radiografia ou
coloridos com nitrato de prata.

O numero de fragmentos visualizados varia de algumas dezenas até mais de
uma centena, o polimorfismo é identificado pela presenca ou auséncia de bandas
(BOREM & CAIXETA, 2006). O polimorfismo genético a nivel de DNA detectado pela
técnica de AFLP é resultado de mutacdes pontuais, inversdes, delecdes e insercdes
no DNA, as quais geraram modificacfes (perdas ou ganhos) nos sitios reconhecidos
pelas enzimas de restricdo, alteracdes na sequéncia reconhecida pelas bases
seletivas no extremo 3’ dos primers utilizados para a amplificacdo, ou alteraram o
tamanho do fragmento gerado. Estas modificacBes foram acumuladas ao longo do
tempo de evolucéo de cada espécie (MALONE & ZIMMER, 2005).

Tém sido amplamente utilizado em estudos de diversidade genética
(WICHAN et al.,, 2000; XU et al.,, 2006), construcdo de mapas genéticos,
identificacéo e caracterizacao de cultivares (TESTOLIN et al., 2001; BEEDANAGARI
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et al., 2005), registro de cultivares e na busca de marcadores moleculares ligados a
caracteristicas de importancia econémica de diversas espécies (RIDOUT & DONINI,
1999).

A desvantagem dos marcadores AFLP é sua heranca dominante, que nao
permite distinguir se o fragmento presente no gel é de origem homozigota ou
heterozigota para o locus. Entretanto, esta tecnologia apresenta capacidade de
analisar, simultaneamente, varias regides diferentes do genoma, com alto nivel de

confiabilidade e reprodutibilidade em comparacéo as técnicas de RAPD e RFLP.

2.9 cDNA - AFLP

A expressao génica controla respostas bioldégicas com uma regulacéo
precisa, para isso € necessario o0 estudo de seus padrdes para o esclarecimento dos
diferentes processos. Uma variedade de técnicas moleculares esta disponivel para
identificagéo e clonagem de genes diferencialmente expressos, incluindo RT-PCR e
RNA - “fingerprinting”. Esses métodos apresentam, entretanto, limitacbes como,
baixa reprodutibilidade, dificuldade em expressar mensagens muito raras, entre
outros.

O cDNA-AFLP (BACHEM et al.,, 1996), € uma melhoria das técnicas
tradicionais de exibicéo diferencial. E uma técnica baseada na reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), e se inicia com a sintese de cDNA que é realizada atraves da
enzima transcriptase reversa, que tem a capacidade de produzir uma molécula de
DNA fita dupla a partir da copia de um RNA mensageiro, sua metodologia inclui a
digestdo de DNA por duas enzimas de restricdo e ligacdo de adaptadores
especificos, onde os primers seletivos se ligam, permitindo a amplificacdo
simultanea dos fragmentos.

A tecnologia do cDNA-AFLP apresenta elevado nivel de reprodutibilidade e
gera um grande numero de fragmentos diferencialmente expressos, amplificando
fragmentos de 100 a 1000 pb, que sao visualizados em gel de poliacrilamida, de alta
resolucdo (BREYNE et al., 2003). Além disso a principal vantagem desta técnica é o
fato de que ela ndo necessita de prévio conhecimento da seqiiéncia e, dessa forma,
€ Util para a descoberta de genes ainda desconhecidos (MILIONI et al., BACHEM et

al., 1996). Esta tecnologia, tem sido amplamente utilizada na pesquisa da clonagem
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na busca de novos genes, perfil de expressao génica, anotacao e funcionalidade de
sequéncias genbmicas, além de ser considerada uma técnica relativamente rapida
na acumulacdo e andlise de ESTs e, na descoberta de novos genes funcionais
(ABLETT et al., 2000; GAO et al., 2004; ZHAO et al., 2005).
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MATERIAL E METODOS

Foram selecionados trés genotipos, BRS 7 Taim, ecétipo de arroz vermelho
FFS-45 e Nipponbare. Em seguida as sementes foram semeadas em baldes com
terra, com aproximadamente 15 sementes por balde, em casa de vegetacao situada
na estacdo da Embrapa Clima Temperado — Pelotas (RS) durante o ano agricola
2008/09. Apos atingir a maturidade fisiologica, as sementes foram colhidas
manualmente, trilhadas, identificadas, secas e armazenadas em camara de
armazenamento com temperatura controlada. Para garantir um padrao de qualidade
somente sementes com alto potencial germinativo e viabilidade acima de 80% foram
utilizadas. Valores estes obtidos através dos testes de germinacdo e primeira

contagem da germinacao, respectivamente.

3.1 Obtencéao do tecido vegetal

Foram colocadas para germinar 20 sementes de cada gendtipo para cada
época em bandejas plasticas, com areia previamente esterilizada e, para atingir os
15cm de profundidade, foram utilizados tubos de PVC (figura 1). Utilizou — se quatro
bandejas com trés tubos PVC cada, sendo que cada uma delas representou uma
época de coleta e cada tubo um gendtipo.

Quatro periodos diferentes de coletas foram pré-estabelecidos, aos quatro
dias, aos sete, aos 14 e aos 21 dias apos a semeadura, com o objetivo de atingir
todas as etapas envolvidas no desenvolvimento das plantulas. Para cada coleta foi
utilizado gelo seco a fim de bloquear a atividade dos genes, impedindo a acao

destes e para evitar a degradacéo dos acidos nucléicos.



FIGURA 1 - Germinacdo a 15cm de profundidade em bandejas plasticas
com areia esteéril aos quatro dias ap0s a semeadura, sendo que cada tubo de PVC
possui sementes um dos genotipos.

As plantulas foram removidas com a ajuda de um bisturi e alocadas em
microtubos de 2,0mL. Apds foram estocadas em ultra freezer a uma temperatura de

-80°C até o momento da extracdo do RNA.

3.2 Obtencéo dos fragmentos de cDNA diferencialmente expressos e avaliacao

do polimorfismo genético pela técnica de cDNA — AFLP

A técnica para obtencéo dos fragmentos de genes consistiu na extracao do
RNA total; obtencdo do cDNA dupla fita; e avaliacdo do polimorfismo genético pela
técnica de cDNA — AFLP.

3.3 Extracdo do RNA total

Para extracdo do RNA total dos genoétipos de arroz, realizou-se
primeiramente a esterilizacdo de todas as vidrarias, cadinhos, pistilos, ponteiras,
microtubos e demais utensilios em autoclave por 45 minutos a 130°C. Todos os
reagentes necessarios foram feitos com agua contendo 0,01% de dietilpirocarbonato
(H20pepc), para evitar a acdo de enzimas que degradam o RNA (RNAses).

O protocolo para extracdo foi realizado utilizando o reagente TRIZOL

(Invitrogen®), seguindo o protocolo a seguir:
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Utilizando nitrogénio liquido, as plantulas foram trituradas em cadinhos, e
pesadas 100mg de cada amostra obtida e colocadas em microtubos de 2,0mL. Apés
foi adicionado 1mL de Trizol reagent em cada amostra e os tubos foram incubados
por 10 minutos a temperatura ambiente, sendo agitados por inversdo a cada 2
minutos. A seguir adicionou-se 1L de glicogénio e as amostras foram centrifugadas
a 4°C por 10 minutos a 12.000 x g. Esta etapa € importante para a separacédo do
RNA total de proteinas e outros materiais indesejaveis. O sobrenadante foi
recuperado em um volume de 500uL, e adicionado 200uL de cloroférmio para
solubilizar os lipideos. Apds 15 minutos no vortex, as amostras foram incubadas por
7 minutos a temperatura ambiente e, logo depois centrifugadas a 4°C por 15 minutos
a 12.000 x g.

Para precipitacdo do RNA, a fase aquosa foi removida para um novo tubo
contendo 250uL de isopropanol e 137,5uL de solucdo de citrato de sodio e mesmo
volume de NaCl, misturados gentiimente no vortex e incubados a temperatura
ambiente por 15 minutos. Apés centrifugou-se as amostras a 4°C por 10 minutos a
12.000 x g. A Ultima etapa foi a de lavagem do RNA onde se descartou o
sobrenadante, e foi adicionado 1mL de etanol 70%, centrifugados por 5 minutos a
7.000 x g. ApoOs a centrifugacdo o sobrenadante foi novamente descartado para
remover totalmente o etanol, o RNA foi seco a temperatura ambiente por 10 minutos
e o pellet, contendo RNA, foi dissolvido em 15uL de agua DEPC.

Cabe ressaltar que todos os reagentes utilizados estavam armazenados a
4°C antes de sua utilizacdo. As extracBes foram realizadas separadamente para

cada época e para cada gendétipo, totalizando 12 amostras.

3.3.1 Purificacdo do RNA

O RNA total extraido foi purificado com DNase | Amp Grade (Invitrogen®)
seguindo recomendacdes do fabricante. A DNase | Amp Grade (Invitrogen®) tem por
funcao digerir fitas simples ou duplas de DNA eliminando-as durante a extracdo de
RNA.

A pureza e a integridade do RNA extraido foram mensuradas através de
analise de absorbancia (260/280nm) e eletroforese em gel de agarose 1,5%
(SAMBROOK et al., 2001).

20



3.4 Obtencao do cDNA

O cDNA dupla fita foi sintetizado utilizando o SuperScript Double Stranded
cDNA Synthesis Kit (Invitrogen®), conforme fabricante.

3.4.1 Sintese da primeira fita de cDNA

Para sintese da primeira fita de cDNA, foi feito um bulk das quatro épocas
para cada amostra (2.5uL de RNA total de cada época), e acrescentados 10uL de
H.Opepc €m 25ug de RNA total. Em seguida, adicionou-se 1uL de primer Oligo dT
(concentracdo de 100pmol/uL). Esta mistura foi incubada a 70°C por 10 minutos, e
logo ap0s colocou-se rapidamente os tubos no gelo. Na etapa seguinte foi feita uma
breve centrifugacdo e adicionados o0s seguintes componentes: 4ul de tampéo de
reacao da primeira fita 5X [Tris-HCI 250mM (pH 8.3), KCI 375mM, MgCl, 15mM], 2pL
de DTT (0,1M) e 1uL de dNTP (10mM). Esta mistura foi obtida no vortex, e incubou-
se por 2 minutos a 45°C e, depois acrescentou-se 1lpL de SuperScript Il RT,
incubando-se novamente a amostra (45°C por 1lh). Para finalizar a reacado, as

amostras foram colocadas no gelo.
3.4.2 Sintese da segunda fita de cDNA

Com as amostras no gelo, adicionou-se 20uL da reacéo da primeira fita, com
0S seguintes componentes: 91uL de H20pgpc, 30uL de tampdo de reacdo da
segunda fita 5X [Tris-HCl 250mM (pH 6,9), MgCl> B-NAD™ 450mM, (NH4)2SO4
50mM], 3uL de dNTP (10mM) (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1uL de DNA Ligase da
E. coli (10U/uL), 1puL de DNA Polimerase da E. coli (10U/uL), RNase H da E. coli
(2U/uL). A mistura foi obtida em vortex e incubada (16°C por 2h). Em seguida,
adicionou-se 2uL (10 unidades) de T, DNA Polimerase e incubou-se por mais 5
minutos. As amostras foram transferidas para o gelo, e 10uL de EDTA (0,5M)
juntamente com 160uL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) foram
acrescentados e homogeneizados gentilmente em vértex e centrifugados a

temperatura ambiente (5 minutos a 14.000 x g). Removeu-se 140uL do
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sobrenadante e transferiu-se para um novo tubo de microcentrifuga e, a seguir foram
adicionados 70uL de NH4OAc (7,5M) e 0,5mL de etanol absoluto gelado. A mistura
foi obtida em vortex e imediatamente centrifugou-se por 20 minutos nas condi¢des
descritas anteriormente. Removeu-se 0 sobrenadante lavando-se o pellet em etanol
70% gelado, centrifugou-se a temperatura ambiente (2 minutos a 14.000 x g) e 0
sobrenadante foi descartado. O cDNA obtido foi incubado a 37°C para evaporar o

residuo de etanol e depois, o pellet foi dissolvido em 6uL de H,Opgpc.
3.5 cDNA-AFLP

A técnica de cDNA-AFLP foi proposta por Bachem em 1996, e é composta
pelas etapas de digestdo do cDNA com enzimas de restricdo (EcoR | e Mse ),
ligacdo de adaptadores especificos aos terminais dos fragmentos de cDNA, gerados
pela clivagem, pré-amplificacdo dos fragmentos de restricdo utilizando o0s primers
(EcoR | +A e Mse | +C), amplificacdo seletiva dos fragmentos utilizando trés bases
seletivas e eletroforese dos fragmentos de cDNA amplificados em gel de
poliacrilamida. Para execucdo dessa técnica utilizou-se o AFLP Starter Primer Kit
(Invitrogen®), conforme instrucdes do fabricante. Os passos de cada etapa serdo

detalhados a segquir.
3.5.1 Reacéao de digestdo do cDNA

Em um tubo de microcentrifuga, foram adicionados o0s seguintes
componentes: 3uL de tampé&o de reacédo 5X [Tris-HClI 50mM (pH 7,5), acetato de
magnésio 250mM, acetato de potassio 50mM], 4uL de cDNA (150ng), 1,2uL EcoR
I/Mse | [1,25u/ (pH 7,5), NaCl 50mM, EDTA 0,1mM, DTT 1mM, 0,1mg/uL BSA,
glicerol 50% (v/v), 0,1% Triton® x-100], 6,8uL de &gua ultra pura. Essa mistura foi
homogeneizada e centrifugada brevemente, em seguida incubou-se as amostras
(37°C por 2 horas) e depois novamente foram incubadas (70°C por 15 minutos) para
inativar a restricdo por endonucleases. O Ultimo passo foi colocar o tubo no gelo e

coletar o conteudo por centrifugacao breve.

3.5.2 Ligacao de adaptadores
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Ao cDNA digerido proveniente da etapa anterior, adicionou-se 14,4uL de
solucéo de ligacdo de adaptadores [EcOR I/Mse I, ATP (0,4mM), Tris-HCI 20mM (pH
7,5), acetato de magnésio 10mM, acetato de potassio 50mM] e 0,6uL de T4 DNA
Ligase [1/puL em Tris-HCI 10mM (pH 7,5), DTT 1mM, KCI 50mM, glicerol 50% (v/v)].
A mistura foi homogeneizada, centrifugada brevemente e incubada (20°C por 2
horas). Em seguida, realizou-se uma diluicdo da solucdo de ligacdo de 1:10
colocando 5uL da reacao de ligagcao e acrescentando 45uL de tampéo TE [Tris-HCI
10 mM (pH 8,0), EDTA 0,1mM].

3.5.3 Pré-amplificacéo

Em um microtubo de 0,2mL, foram adicionados 3uL de cDNA diluido da
etapa anterior, 20uL do primer mix pré-amplificacdo, 2,5uL de tampdo da PCR
10X+Mg [Tris-HCI 200mM (pH 8,4), MgCI2 15mM, KCI 500mM] e 0,5uL da enzima
Tag DNA Polimerase (5y/uL). Em seguida as amostras foram levadas ao
termociclador utilizando-se a seguinte programacéao: 20 ciclos de 94°C por 30s; 56°C
por 60s e 72°C por 60s. Apos a reacdo de PCR, realizou-se uma diluicdo das
amostras pré-amplificadas, tranferindo-se 3uL das mesmas e adicionando-se 147uL
de tampéo TE [Tris-HCI 10mM (pH 8,0), EDTA 0,1mM].

3.5.4 Amplificacdo Seletiva

Na reacdo de amplificacdo seletiva, foram testadas 16 combinacbes de

primers, as quais estdo assinaladas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Combinacgdes de primers utilizados nas reagfes de amplificacao seletiva
na técnica de cDNA-AFLP.

M-CAA M-CAC M-CAG M-CAT M-CTA M-CTC M-CTG M-CTT
E- AAC

E-AAG \ N

E-ACA N N
E-ACC N N

E-ACG N

E-ACT N N N

E-AGC V V v v

E-AGG N N

Para cada par de primer escolhido foi necessario o preparo das seguintes
solucoes:

O MIX 1 composto por 1,0uL do primer EcoR | + 9.0uL do primer Mse |
(contendo dNTPs), totalizando um volume de 10upL (suficiente para 2 reacdes de
amplificacao).

O MIX 2 contendo 15,8uL de agua destilada + 4,0uL de tampao de PCR
(10X+Mg) + 0,2uL de Taq DNA Polimerase (S5u/pL) com volume final de 20uL
(suficiente para 2 reacdes de amplificacédo). E, finalmente o MIX 3 contendo 5uL de
cDNA diluido + 5,0uL de mix 1 + 10uL de mix 2 com volume final de 20uL (suficiente
para 2 reacdes de amplificacdo).

Apés o preparo das reacbes da amplificacdo seletiva, as amostras foram
levadas para o termociclador (PTC 100-MJ Research) com a programacao conforme
a Tabela 2.
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Tabela 2 — Programacao do termociclador utilizada para reagdo de amplificacéo
seletiva na técnica de cDNA-AFLP.

Programa T(°C) Tempo(s) T(°C) Tempo(s) T(°C) Tempo(s) NOciclos

1 94 60 65 60 72 90 1
2 94 60 64 60 72 90 1
3 94 60 63 60 72 90 1
4 94 60 62 60 72 90 1
5 94 60 61 60 72 90 1
6 94 60 60 60 72 90 1
7 94 60 59 60 72 90 1
8 94 60 58 60 72 90 1
9 94 60 57 60 72 90 1
10 94 60 56 60 72 90 1
11 94 30 56 30 72 60 23

3.6 Deteccéo dos fragmentos de genes diferencialmente expressos

Para visualizacdo dos fragmentos de genes diferencialmente expressos,
obtidos através da técnica de cDNA, realizou-se eletroforese em gel de
poliacrilamida com 5% de concentracdo, revelado com nitrato de prata. Essa
metodologia é a mais utilizada para separacao de proteinas e moléculas de pequeno
tamanho. No caso da técnica de AFLP, utilizam-se géis do tipo desnaturante, que

realizam a separacao de fragmentos de cDNA de fita simples.

3.7 Preparo e montagem das placas

O gel de acrilamida foi preparado entre duas placas de vidro de tamanhos
diferentes, entre elas foram colocados espacadores de 2mm de espessura que
permitem a passagem da solucdo do gel. A placa maior recebeu tratamento com
uma solucdo de Bind silane (1mL) que tem por funcdo fazer o gel permanecer

aderido a placa no momento da revelagao, enquanto que a placa menor recebeu

25



tratamento com uma solugdo repelente de Repel silane (1mL) que permite a

separacédo da placa menor com facilidade sem prejudicar o gel apés a eletroforese.

3.8 Preparo da solucéo do gel de poliacrilamida (5%)

A solucao do gel foi preparada em béquer utilizando-se 27g de uréia , 12mL
de tamp&o TBE 5X [54g de Tris-base, 27,5g de Acido Bérico, 20mL EDTA 0,5M (pH
8,0), completou-se com agua deionizada ate 1L e ajustou—se o pH do tampdo até
préximo a 8,3]; 9mL de acrilamida:bisacrilamida 19:1 (38g de acrilamida, 2g de
bisacrilamida e completou-se para 100mL); agua deionizada suficiente para
completar 60mL.

Os componentes foram dissolvidos em agitador magnético até a diluicdo
total da uréia. Depois de a solugéo pronta, foi colocada para esfriar e acrescentou-se
432uL de APS (Persulfato de Aménio 10%) e 86,4puL de TEMED, e imediatamente
verteu-se a solugdo no molde do gel.

Apoés a polimerizacdo do gel (em torno de 1h), realizou-se uma pré-corrida
de aproximadamente 30minutos a poténcia constante de 60W. Em seguida, foi
realizada a limpeza da regido superior do gel injetando solucdo tampao com auxilio
de uma seringa e o0s pentes foram fixados no molde. As amostras foram
desnaturadas (94°C por 10 minutos), utilizando igual volume de tampdo de
desnaturacdo (loading buffer). Em seguida as amostras foram imediatamente
resfriadas a 4°C e aplicadas em triplicata no gel.

As placas foram retiradas da cuba apés 2h40min de corrida (60W),

separadas com auxilio de uma espatula e entéo iniciou-se o processo de revelacao.

3. 9 Revelacéao do gel utilizando Nitrato de Prata - (BLEIDER, 1992 - modificado)

Esse método de revelacdo é baseado na oxidacdo do nitrato de prata, ligado
aos fragmentos de cDNA amplificados, presentes no interior do gel.

Apés a separacao das placas, a placa maior contendo o gel foi colocada em
solucdo fixadora |, durante 20 minutos sob agitacdo orbital leve. Eliminou-se a
solucdo fixadora | e 2 lavagens de 5 minutos com agua destilada foram feitas.

Descartou-se a 4gua de lavagem e em seguida foi acrescentada a solugéo fixadora
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Il deixando sob agitacéo leve por 3 minutos. Apds o descarte da solucéo fixadora |
foram realizadas 2 lavagens de 5 minutos com &gua destilada. Em seguida
acrescentou-se a solucéo de nitrato de prata, deixando sob agitacdo orbital leve por
30 minutos. Eliminou-se essa solucdo e procedeu-se uma lavagem rapida de 30
segundos com agua destilada. Apos eliminar a 4gua de lavagem, foram adicionados
500mL da solucdo reveladora gelada (4°C) até adquirir uma coloracdo escura.
Quando as primeiras bandas comecaram a aparecer, os 500mL foram descartados e
o restante da solugdo reveladora foi adicionada deixando em agitagcdo orbital
constante até o completo aparecimento das bandas. Retirou-se a solugdo reveladora
e imediatamente a solugéo finalizadora foi acrescentada, ficando em agitacao orbital
leve por 10 minutos. Descartou-se a solucao finalizadora e uma ultima lavagem com
agua destilada foi feita. ApOs a retirada da agua destilada, aguardou-se a secagem

do gel para que fosse possivel fazer a identificacdo das bandas polimorficas.

3.9.1 Preparo das solucdes para revelagdo com nitrato de prata

Para o preparo de dois litros de cada solugéo utilizada, foram necessarios 0s
seguintes componentes:

Solucéo fixadora I: 100mL de etanol (PA), 10mL de acido acético (PA) e
completou-se o volume com agua destilada;

Solucdo Fixadora Il: 15mL de acido nitrico e completou-se o volume com agua
destilada;

Solucédo de Nitrato de Prata 2%: 4g de nitrato de prata foram dissolvidos em
agua destilada (50mL aproximadamente) e depois completou-se o volume com agua
destilada;

Solucdo Reveladora: 60g de carbonato de sédio foi dissolvido em 500mL de
agua destilada, sob agitacdo constante, completando-se o volume com agua
destilada gelada (4°C). Imediatamente antes da utilizacdo da solucéo reveladora,
acrescentou-se 1mL de formaldeido;

Solucéo Finalizadora: 200mL de acido acético 10% e completou-se o volume

com agua destilada.

27



3.10 Interpretagéo dos resultados
Os resultados foram avaliados devido a presenca e/ou auséncia de

fragmentos separadamente em cada genoétipo, e avaliacdo da intensidade de
bandas presente nos trés genotipos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O RNA total extraido das plantulas obtidas das sementes germinadas aos 4,
7, 14 e 21 dias ap0s a semeadura, pode ser visualizado na fig. 2 (A).

A concentracdo das amostras nas duas primeiras épocas de coleta (4 e 7
dias), pode estar diretamente ligada a atividade metabdlica intensa do organismo
nesta fase de diferenciacdo, divisdo celular e sintese de RNAs. De acordo com
Mertz et al. (2009), a qualidade e integridade do RNA extraido sdo pontos criticos
para obtencdo de cDNA representativo dos genes expressos provavelmente mais
importantes que o rendimento. De acordo com a fig. 2 (B), é possivel observar a
gualidade do cDNA sem a necessidade de isolamento prévio do RNA mensageiro.

(A) (B)

Figura 2 — (A) RNA total extraido utilizando reagente Trizol, visualizado em gel de
agarose 1,5% corados com brometo de etidio. As quatro primeiras canaletas a
correspondem ao RNA total da cultivar BRS 7 Taim identificada pelas épocas de
semeadura 4, 7, 14 e 21 dias, seguida pelas amostras do ecotipo de arroz vermelho
(FFS-45) e da variedade Nipponbare, respectivamente. (B) Padrdo de cDNA obtido
ap6s bulk de RNA total de cada época de semeadura, visualizado em gel de
agarose 1,5% corados com brometo de etidio, identificados através das letras T-
BRS 7 Taim; AV — arroz vermelho; N — Nipponbare e M — marcador de peso
molecular.



Das 16 combinacdes de primers utilizadas, somente trés (E-AGC / M-CAC,
E-AAG / M-CTG e E-ACA / M-CTT) néo apresentaram amplificacdo. Este fato
justifica-se porque a técnica de AFLP é baseada em combinacfes aleatdrias de
primers, podendo ocorrer incompatibilidade de reconhecimento com as sequéncias
formadas pelas amostras, ou seja, ndo produzindo bandas.

Mertz (2007), utilizando a mesma técnica para estudo do polimorfismo em
tegumentos de sementes de soja né&o encontrou polimorfismo em algumas
combinagdes testadas, corroborando com Ferrari (2008) que avaliando a expresséao
diferencial de mutantes de arroz com estresse de temperatura, observou também
gue algumas combinacdes de primers ndo amplificaram.

Das combinacdes restantes, foi possivel identificar 95 fragmentos
diferencialmente expressos relacionados aos genotipos pesquisados, sendo que 20
destes foram identificados no primer E-AGC / M-CTA.

A avaliacdo dos resultados foi feita através da observagcdo dos fragmentos
presentes individualmente em cada genotipo, na presenca entre eles e na
comparacao de intensidade de bandas presentes nas trés variedades.

A figura 3 mostra a analise individual do cultivar BRS 7 “Taim”, que permitiu
a identificacdo de 26 fragmentos diferencialmente expressos. A variabilidade
genética do arroz cultivado € comprovada em inumeros projetos de pesquisa
direcionados ao melhoramento de plantas na busca de variedades mais resistentes,

visando aumento de produtividade segundo Goff et al.(2002) e Yu et al. (2002).
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Figura 3 — Fragmentos diferencialmente expressos presentes somente na cultivar
BRS 7 “Taim”, separados em gel de poliacrilamida 5% corado com Nitrato de Prata,
obtidos através da técnica de cDNA — AFLP utilizando a combinagéo de primers E-
AGC / M-CTA. As setas indicam alguns dos fragmentos identificados.

No ecotipo de arroz vermelho FFS-45, foi possivel identificar 41 fragmentos
diferencialmente expressos, tanto polimorficos como monomorficos. O elevado
numero de fragmentos contrastantes apresentados pelo ecotipo de arroz vermelho
comprova sua alta variabilidade genética que pode estar relacionada ao carater
germinacao/emergéncia, como pode ser observado na figura 4.

Esses resultados estdo de acordo com resultados obtidos por Malone et al.
(2007). Segundo Olsen et al. (2007) o arroz vermelho mantém um acervo de genes
gue o arroz cultivado perdeu durante o processo de selecdo a que foi submetido na
busca de adaptabilidade e produtividade. Segundo os mesmos autores, embora o
arroz vermelho apresente caracteristicas fenotipicas altamente variaveis, mantém

tracos genéticos de espécies ainda ndo domesticadas.
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Figura 4 — 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 indicam fragmentos presentes nos trés genotipos.

Ainda relacionado a variabilidade do arroz vermelho, Shivrain et al. (2007)
obteve, através do uso de marcadores microssatélites, alta taxa de fluxo génico
entre acessos de arroz vermelho silvestres e arroz CL.

De acordo com Malone et al. (2007) o arroz vermelho possui um elevado
grau de polimorfismo, comprovado pelo uso de marcadores microssatélites e
isoenzimas. Os fragmentos encontrados somente no ecétipo FFS-45 possivelmente
estdo relacionados com a capacidade de desenvolvimento das plantas de arroz
vermelho em condi¢des de estresse de profundidade de semeadura, conferindo-lhes

um desempenho superior ao arroz cultivado.
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Na literatura, alguns autores observaram que a distribuicdo de sementes de
plantas daninhas no perfil do solo é influenciada por sistemas de semeadura, e estas
diferencas ocorrem principalmente na superficie do solo (Carmona et al., 1992).
Nesse sentido, Helpert et al. (1981) constatou que 12% das sementes de arroz
vermelho semeadas a 12cm de profundidade germinaram, e Gealy et al. (2000),
testando a emergéncia de diversos ecotipos de arroz vermelho em diferentes
texturas de solo até 7,5cm de profundidade verificaram que todos emergiram de
maneira uniforme. Avila et al. (2000) e Noldin et al. (1995), verificaram que sementes
de arroz vermelho germinam bem a grandes profundidades mas perdem sua
viabilidade rapidamente quando estdo na superficie do solo (SGUAREZI et al.,
2004). Outras espécies apresentam a mesma caracteristica quando submetidas ao
estresse, segundo Paulino et al. (2004), avaliando efeitos de estresse hidrico e de
profundidade de semeadura em sementes de Brachiaria brizantha, definiu que
guanto maior a profundidade de semeadura, maior a umidade e consequientemente
maior a possibilidade de absor¢cédo de agua pela gluma da semente, caracterizando a
fase | da germinacéo e posterior emergéncia. Prado et al. (2001), considera que a
baixa densidade de plantas na cultura do milho, ocorre em razdo de problemas com
a época da semeadura, seja pelo uso de um numero inadequado de sementes ou
pelo contato insuficiente solo-semente, que normalmente implica em pouca
uniformidade da cultura, fato que tem sido observado no estabelecimento de
lavouras, mesmo quando se utilizam sementes de alto poder germinativo.

As subespécies de arroz, indica e japbnica, apresentam diferencas visiveis
morfologicamente, como a forma da semente e tém sido bastante exploradas na
identificacdo de caracteristicas de interesse ao melhoramento da qualidade
fisiolégica. Mackili et al. (1995), analisando o polimorfismo entre as subespécies
japbnica e indica através de diversos marcadores moleculares, concluiram que o
nivel de polimorfismo do arroz japdénico é relativamente baixo comparado ao indico.
Isto remete ao baixo numero de fragmentos observados exclusivamente na cultivar
Nipponbare, que permitiu separar sete bandas. Este numero reduzido pode ser
explicado devido a grande semelhanca com o0s outros genétipos estudados ja que
serve de modelo, por ter seu genoma totalmente sequienciado, para a caracterizacao

funcional dos genes.
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Quanto a similaridade entre as espécies cultivadas e daninhas Sylvio (2009),
afirma que ambas apresentam caracteristicas fisiologicas e bioquimicas parecidas,
concordando com resultados encontrados neste trabalho, refletidos na expresséo de
fragmentos presentes nas trés variedades ilustrados pela figura 4 (setas pretas). A
sensibilidade e especificidade do método de cDNA-AFLP permitem a detec¢éo de
genes pouco expressos, e a determinagcdo de diferengas sutis na atividade
transcricional. Alguns fragmentos presentes nos trés genotipos apresentaram
diferenca na intensidade de bandas, como pode ser observado na figura 5 que
evidencia bandas mais intensas na cultivar BRS 7 Taim.

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 expressdo do gene. Estes
fragmentos mais intensos comprovam que alguns genes podem ter sua atividade
acentuada em determinado estadio de desenvolvimento da plantula, sendo que
estas podem representar respostas a fatores ambientais, como estresses ou
tolerancia. Esse processo pode interferir no desempenho foliar e radicular das
plantulas, demonstrada claramente no potencial e na velocidade de germinacéo das
sementes de arroz vermelho que apresentaram parte vegetativa mais vigorosa que

os demais cultivares em todas as épocas de coleta.
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Figura 5 — Identificacdo de fragmentos com expresséo diferencial na intensidade de
bandas, separados em gel de poliacrilamida 5%. As letras T, A e N representam,
respectivamente, as cultivares BRS 7 Taim, ecotipo de arroz vermelho FFS-45 e
Nipponbare. As setas indicam a seqiéncia de bandas presentes nos trés genotipos,
sendo que a cultivar Taim apresenta-se mais intensa.

A técnica de cDNA - AFLP permite identificar fragmentos de diferentes pesos
moleculares numa escala de 100 a 1000pb. As bandas observadas, indiferentes das
combinagdes 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 caracterizacdo de fragmentos de genes possibilitard a identificacdo de
genes envolvidos no processo de germinacdo / emergéncia, possibilitando o
conhecimento das funcbes destes, e de enzimas envolvidas em rotas metabdlicas
gue participam deste processo. Isto permitira o desenvolvimento de marcadores
moleculares associados ao desempenho durante a germinacdo / emergéncia do
arroz e, num futuro préximo, os programas de melhoramento genético do arroz e de
outros cereais, poderdo utilizar essas informacBes para o desenvolvimento de

gendtipos com desempenho superior para este carater através da selecao assistida.
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CONCLUSOES

O ecotipo de arroz vermelho FFS-45, possui um alto grau de polimorfismo na

germinacéo / emergéncia quando comparado ao arroz cultivado.

Ha diferencas na intensidade da expressdao génica no momento da

germinacao / emergéncia.

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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