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Blocos de DNA contendo grupos de genes que mantém interagao linear com
caracteristicas fenotipicas s@o descritos como QTLs (Quantitative Trait Loci). Mapeamentos
com objetivo de localizar regides gendmicas proximas a blocos génicos (QTLs), utilizam
varias técnicas de biologia e marcadores moleculares, sendo que, a localizagdo dessas
posicdes, € obtida a partir da associagdo entre o polimorfismo de uma regido do DNA e a
segregacgao de um carater. Dentre as varias técnicas de marcadores moleculares utilizadas
com essa finalidade, uma grande quantidade de mapas genéticos e de QTLs foram obtidos
por RFLP, que posteriormente possibilitaram o seqlenciamento daquele trecho
recombinante do DNA que foi associado as variagdes fenotipicas ou variagées de
caracteres agronémicos. Sendo o arroz considerado uma espécie modelo entre as
Poaceas, apds o término do seqlienciamento do seu genoma, o uso das informagdes
depositadas no banco de dados da espécie pode auxiliar no reconhecimento da fungéo de
genes de espécies correlatas. O uso da bioinformatica, permite localizar homologias entre
seqUéncias de genes, RNAs, sondas derivadas de RFLP ou mesmo pontos de
ancoramento de primers e desta forma predizer a fungdo de um gene ou a proximidade de
um marcador a um bloco de genes. O marcador Xbcd9 derivado do cromossomo A4 do
genoma do trigo ( Triticum aestevum aestivum L.), disponivel no banco de dados de Trigo e
Aveia “GrainGenes” (USDA), foi mapeado em 1991 por James Nelson e Mark Sorrels (ndo
publicado) e mostrou associagao a diferengas no rendimento de graos (HEIN et al., 1991).

O presente trabalho teve como objetivo verificar a presenga de regido homologa a
essa sonda e descrever uma possivel fungéo génica ou associagdo a um gene ou bloco de
genes no genoma do arroz.

Primeiramente, foi localizado a seqiiéncia da sonda RFLP (identificagao:
BCD9_WHE1F0042) no GrainGenes e posteriormente, através do programa
PrimerExpress, foram desenhados os primers. Foram selecionados trés genétipos, sendo
as cultivares: BRS 7 “Taim” (spp indica) de origem brasileira, Dawdam (spp japonica)
originario da Tailandia e Taipei (spp japonica) originario das Filipinas. Apds a selegéo, foi
realizada uma reagdo de PCR para verificar a presenca de regides amplificadas pelos
primers nas referidas cultivares de arroz.

Para a busca por homologias entre a seqiiéncia da sonda RFLP e o genoma, foi
utilizado o programa BLASTN (ALTSCHUL et al, 1990), para o alinhamento local de
nucleotideos, seguidos de uma andlise minuciosa utilizando o pacote VectorNTI. Para obter
informagées do genoma do arroz (IRGSP, 2005) foi utilizado o portal NCBI (National Center
for Biotechnology Information- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e para obter informagdes dos
dominios e fungbes de genes, foi consultado o banco de dados EMBLE-EBI/InterPro
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/). A reacdao de PCR foi procedida com temperatura de
anelamento (TM) de 60°C e o resultado visualizado em gel de agarose 3% mediante a
coloragdo com brometo de etidio.

A anadlise do gel de agarose mostrou que dentre os trés genétipos de arroz
analisados, os trés foram positivos para presenga de fragmentos amplificados, conforme
mostrado na Figura 1. A partir do resultado positivo da existéncia de regido amplificada no
genoma do arroz, foi procedida a busca pelas homologias. O BLASTN (ALTSCHUL et al.,
1990) resultou na ocorréncia de duas regides com seqiiéncias concatenadas, nos
cromossomos dois e nove, conforme a Figura 2, estes dois alinhamentos apresentaram




resultados “E-Value" de 1€ e 2 para os cromossomos dois e nove, respectivamente,
sendo que, no cromossomo dois, o total do alinhamento foi de 56 pares de bases e 334
para o cromossomo nove. A andlise das duas regides concatenadas mostrou que ambos
alinhamentos ocorreram em trechos do genoma descritos como seqiiéncias dos genes
0s0990553200 e 0s029g0117700. Para o gene 0Os02g0117700 (cromossomo 9), o
alinhamento da sonda foi dividido em 6 subseqiiéncias (hits), sendo que cada uma dessas
subsequiéncias mostrou homologia a trechos de exons transcritos, conforme mostrado na
Figura 3. A fungéo bioldgica para ambos genes contendo homologias, esta descrita a partir
da anotacéo oficial do IRGSP (International Rice Genome Initiative) feita por SASAKI,
(IRGSP, 2005). Os genes estudados foram preditos como UTP-glucose-1-phosphate
uridylyltransferase e UDP-glucose pyrophosphorylase, conforme dominios descritos no
InterPro (acesso IPR002618). No intuito de elucidar a fungao bioquimica das proteinas
codificadas por esses genes, foi verificado no portal KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes - Pathway maps for biological processes - http://www.genome.jp/kegg/) que
estas sao enzimas envolvidas huma das etapas do metabolismo do amido e da sacarose.
Os resultados obtidos confirmaram e esclareceram a relagdo do marcador Xbcd9 e
diferengas no rendimento de graos, pois, a partir da homologia, foi possivel confirmar que a
regido acessada por esse marcador € uma enzima que tem importancia primordial no
acumulo de amidos e outros agucares do grao, o que certamente resulta na diferenca do
rendimento de graos. Um segundo aspecto, é que essa abordagem comparativa pode
prover também marcadores moleculares que potencialmente serdo informativos no arroz,
se forem transpostos e utilizados na selegéo assistida dessa espécie.

1-Taim
2 — Dawdam

3 - Taipei

Figura 1. Gel de agarose mostrando amplicons em dois genétipos de arroz. CGF/FAEM/UFPel, Pelotas, 2007.
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Figura 2. Alinhamento local de duas regides homélogas entre a seqliéncia da sonda RFLP e regides
dos cromossomos 2 e 9 do genoma do arroz. CGF/FAEM/UFPel, Pelotas, 2007.
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Figura 3. Alinhamento da sonda RFLP contra seis exons do gene Os02g0117700 no cromossomo 9 do
arroz. CGF/FAEM/UFPel, Pelotas, 2007.
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