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RESUMO

conhecimento da variabilidade genética e identificacdo em niveis genéticos intra e interespecificos.

Neste trabalho verificou-se 0 uso da técnica de RAPD para estudos de diversidade genética em arroz.
Nos Kits da Enzima Taq Polimerase (PROMEGA) testados, o Kit A ndo propiciou um resultado satisfatorio,
porém no uso do Kit B houve uma maior eficiéncia na atividade da enzima, resultando em maiores e melhores
produtos de amplificacdo. A técnica de RAPD mostrou-se muito eficiente para o estudo da diversidade revelando
nessas variedades um material genético bem diversificado.

Marcadores moleculares exercem uma importante funcdo no melhoramento vegetal, permitindo o

Palavras-chave'marcadores moleculares, polimorfist@oyza sativa.

ABSTRACT
RAPD USE FOR DIVERSITY ANALYSIS INRICE

Molecular markers play an important function on crop breeding, allowing the knowledge of the genetic variability
and identification inter and intrespecific genetic levels. In this paper was verified the use of the RAPD technique
for studies of genetic diversity in rice. The Taq Polimerase enzyme Kits (PROMEGA) tested, Kit A didn't give a
higher efficiency but Kit B with greater enzyme activity, yield higher and better amplification products. The RAPD
technique was shown to be very efficient for the diversity study revealing great genetic variability in the plant
material tested.

Key words: molecular markers, polimorphis@ryza sativa.

INTRODUCAO Comprimentos de Fragmentos Amplificados) e RAPD
(Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) entre

Os marcadores moleculares constituem regifes doutras.
genoma possiveis de serem detectadas e cuja De maneira geral, as técnicas de marcadores
presenca ou auséncia pode caracterizar um organismooleculares estdo sendo utilizadas na caracterizagéo
cuja sequéncia e funcdo, na maioria das vezes, sa discriminacdo genotipica e identificacdo de
desconhecidas (Gostimslgt al, 1999). InUmeras marcadores ligados as caracteristicas desejaveis em
técnicas tém sido usadas na deteccao de variabilidadeegetais (Silva, 1999). Também possibilitam marcar
genética ou polimorfismo genético em organismos. caracteristicas de efeito poligénico, por ndo sofrerem

Nas plantas, exercem uma importante funcdo na interferéncia do ambiente, pois existem espécies que
mapeamento cromossémico, identificacdo e clonagemecessitam de décadas de experimentos para se obter
de genes, melhoramento e criacdo de novasimainformagéo melhorada. O nivel de polimorfismo
variedades, permitindo o conhecimento dados marcadores moleculares é geralmente alto para
variabilidade genética e identificacdo em niveiscada loco estudado, enquanto os marcadores
genéticos intra e interespecificos (Williaatsal, 1993;  morfolégicos possuem baixo nivel de polimorfismo
Gostimskyet al., 1999). (Kongkiatnganet al,, 1995).

As principais técnicas que sao utilizadas na analise Cada individuo possui uma sequéncia
genética de plantas sdo: isoenzimas, RFLPcaracteristica de nucleotideos que compdem o seu
(Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos deDNA. As diferencas entre suas sequéncias, sejam
Restricdo), PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerasetravés de polimorfismo de fragmentos de DNA, ou
microssatélites (SSR), AFLP (Polimorfismo de polimorfismo enzimatico, revela um padrdo Gnico, uma
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impressao digital genética, que pode ser Gtil comcestaveis que AT (adenina-timina) o que afeta
identidade do individuo (Ferreira e Grattapaglia, 1998)diretamente o tempo de residéncia do iniciador no
A técnica de RAPD baseia-se na repeticéo ciclicasitio de amplificacdo. Se este tempo for curto, a
da extensdo enzimética de iniciadores (pequenasstabilizacdo do pareamento do iniciador com o sitio
seqliéncias complementares de DNA) que se anelamle iniciacdo no DNA é prejudicada.
nos dois extremos opostos de uma fita de DNA queConseqiientemente, o segmento ndo sera amplificado
serve como molde. Nesta, utiliza-se apenas um Unicou ir4 gerar uma banda fraca no gel.
primer ao invés de um par, como na PCR e esse primer Este trabalho teve por objetivo utilizar a técnica
tem sua seqiiéncia arbitraria, e portanto sua seqiéncile RAPD para estudos de diversidade genética em
alvo é desconhecida arroz
Verma,et al. (1999), através da técnica de RAPD,
conseguiram diferenciar variedades locais de arroz
da india. Enquanto, ISHII, em 1996, estudando a

divergéncia genética entre variedades de arroz na MATERIAL E METODOS
Asia, conseguiu identificar o grau de parentesco e
grupo precursor déryza sativae de Oryza As sementes de arroz oriundas do Estado do

glaberrima. O conhecimento do polimorfismo através Maranh&o foram fumigadas com sulfito de aluminio e
da técnica de RAPD pode ser usado para identificag&dapos, esterilizadas em solugéo a 5% de hipoclorito de
e classificacdo de diferentes variedades com respeit®odio, lavadas e germinadas em placa de Petri com
ao nivel de sua similaridade genética agua destilada. ApGs a germinacao das sementes, as
Semelhante aos outros cereais, o genoma do arrgdantulas foram transferidas para uma solucéo de
é rico em guanina e citosina (GC). Cerca de 50% &aSQ 0,5mM. Com idade de aproximadamente 15 dias,
composto de DNA repetido o que favorece o uso damostras de folhas de cada variedade foram utilizadas
técnica de RAPD, que é baseada no uso de urpara a extragdo de DNA em solugdo tampédo CTAB
iniciador compostode 10 pares de nucleotideos de (Grattapaglia e Ferreira, 1998).
sequéncia arbitraria constituido de aproximadamente A extragdo do DNA foi verificada em gel de agarose
50-70% de GC. (1%) submetido a uma voltagem de 100V por 30 min.,
E importante salientar, que para a utilizacido dae, posteriormente corado em solucéo de brometo de
técnica de RAPD ¢ necessario uma eficiente extracéetidio (5mg/mL), lavado em agua destilada e
de DNA. Por isso, varios protocolos foram visualizado por meio de um transluminador UV .
desenvolvidos e podem ser utilizados, adequando- A técnica da RAPD segundo Williaret,al.(1990)
se especificamente a espécie em estudo. Os maigve um volume final de 16 mL, contendo 1,2 x de
comumente utilizados para os vegetais sdo odampdao 10 x (Kit Promega), 2,3 mM MgQ0,2 Mm de
baseados na solucdo tampdo de extracdo CTABada dNTP, 0,2 mm do primer, 3mg/mL de BSA, 1,0
(“cationic hexadecyl trimethyl ammonium bromid”). unidade Taq polimerase, 17 ng de DNA molde,
Este método de extracdo é bastante eficiente par@ompletando o volume final com agua ultra pura.
espécies de nabo, milho e arroz, entre outras espécies Além das concentracdes dos reagentes foram tes-
(Willians, et al, 1993). tados dois KitsA e B) que acompanham a enzima
A reprodutibilidade dos resultados requer umaTaq polimerase produzidos pela Promega. A reagéo
otimizacé&o e estrito controle das condi¢des de reacadpi constituida dos seguintes ciclos: 94°C durante
considerados pontos chave, juntamente com &inco minutos (desnaturagdo inicial), seguidos de 45
concentragdo de DNA. A concentracdo de magnésiogiclos de: 30 segundos a 94°C (desnaturagéo); 35°C
enzima DNA polimerase, temperatura de anelamentelurante 1 min.(anelamento); 72°C durante 2
e qualidade da agarose, também podem afetar min.(extenséao).
numero de amplificacGes bem como, sua intensidade Apo0s os 45 ciclos, a extensédo foi complementada
e sua separacdo (Gostimsikial., 1999; Willianset com 72°C por cinco min. Foram utilizados 20
al., 1993). Sob baixas temperaturas de anelamento (3@riciadores da Operon Technologies, Kit A, com
35°C), os iniciadores ligam-se a certas seqiiéncias deontetido GC de 60 a 70% de sequéncia. Os produtos
DNA localizados na fita oposta a do DNA gen6mico. de amplificagéo foram submetidos a eletroforese em
Ao utilizar-se ciclos rapidos e com mudancas degel de agarose 2,0% em solugdo tamp&o TBE 0,5x com
temperaturas entre as etapas de anelamento wltagem de 100V por 2 horas.
extensdo, as bandas no gel podem ser perdidas ou
ficarem menos intensas (Grattapaglia e Ferreira, 1998).
As melhores concentracdes para os iniciadores
estdo entre 0,1 e 2,0 mM. Em baixas concentracdes 0s RESULTADOS E DISCUSSAO
produtos de amplificacdo podem néo ser detectados
em gel de agarose e em altas concentracdes as bandasPara otimizac¢io da reacdo foram testadas concen-
ficam manchadas (Willianset al,, 1993). Os traces de DNA das variedades de 5, 10 e 15 e 17ng; da
pareamentos GC (guanina-citosina) sdo os maignzima Taq Polimerase de 1 e 1,25 unidades e 3mg/mL
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BSA (albumina de soro bovino) e comparou-se nestasaiores serdo as chances de se detectar polimorfismo
mesmas condi¢bes os Kits da Operon A e B. Os mee conseqgilientemente os resultados serdo mais
Ihores produtos de amplificacdo foram observados conconfiaveis.
a concentracdo da enzima Taq Polimerase 1,00 unida- No dendrograma obtido, considerando um indice
de. O uso de BSA foi decisivo para o sucesso da técnde similaridade de 30%, podemos verificar que a
ca, pois este melhora a eficiéncia da amplificacdo quararvore encontra-se dividida em 4 grupos.
do o DNA né&o é muito puro (Ferreira e Grattapaglia, O grupo 1, possui trés ramificagbes, quando
1998). consideramos um indice de similaridade de 50%.

No teste dos Kits da Promega, a Enzima Taq
Polimerase do Kit A (50mM tris-HCI/pH8,0 a 25°C
100mM NacCl, 0,2mM EDTA, 1mM DTT, 50% glicerol 1 Bacabinha roxa
1% triton X-100e 0,5% tween), ndo propiciou u gz ;:gc:?)iucompridu
resultado satisfatorio, pois nem todas as amos ;Sg;g‘qeuzf_“cheque
tiveram seu DNA amplificado, porém no uso do Kit il come cru vermelno
(20mM tris-HCI/pH8,0 a 25°C, 100mM KCI, 0,1mN\
EDTA, 1ImM DTT, 50% glicerol, 1% triton X-100), houv
uma maior eficiéncia na atividade da enzima DM
polimerase, resultando em maiores produtos
amplificacdo bem como bandas mais fortes e facei:
serem detectadas e analisadas, fortalecendo ass
importancia da solugcédo tampao de acondicioname
da enzima Taqg polimerase, que pode influénciar
guantidades ou auséncia dos produtos de amplifice
para atécnica de RAPD (Figura 1).

U Rabo de burro
3l Lageado liso
} Agulhinha branco

14 Braquiaria

1 Canela de ferro

13 Jatoba

15 cutiao

% 1aC 1278

} Bacabinha

IR 08

% Caiap6

16 Trés meses comprido
13 Sempre verde

5 1AC 47

% Palha murcha

§ Lageado sem pélo
Hiac 25

i Pingo d'agua

2 Nenenzinho vermelho
1 Trés meses

-~ 17 M_anteigg
01 1% 1827128 3603\ .49\ AT(EtBGED)/] S R
I8 Zebu branco

— —— — —— —
(3t} K] 14 05 080
Coffieat

Figura 2- Dendrograma de similaridade genética, obtido
a partir dos produtos de amplificacdo por
RAPD para 30 gen6tipos de arroz.

Figura 1- Gel de agarose comparando os Kits A e B da
Promega. 1ageado - OPA10, 2: Lageado
Liso -OPA10; 3: Lageado —OPA3, 4: Lageado
liso- OPA3.

O grupo 2 ficou constituido de cinco variedades,
destas, trés sdo variedades melhoradas, revelando
uma similaridade ou progenitor comum entre elas,
provavelmente usado durante o desenvolvimento.
Também no grupo 3, foram agrupadas duas variedades

Dos 20 iniciadores testados apenas cinco foraninelhoradas num total de nove. Neste grupo
selecionados para o estudo de diversidade entre @hcontram-se duas variedades de nomes semelhantes,
genotipos de arroz. O critério utilizado foi, a presencadue sdo Trés meses e Trés meses comprido. A
de bandas polimoérficas que obtivessem uma melhovariedade Sempre verde apresentou uma similaridade
qualidade e visualizacio dos produtos de amplificacd@cima de 70% com a melhorada IAC 47.
para serem posteriormente analisados. Finalmente, o grupo 4, o Ultimo e menor dos grupos

Os iniciadores selecionados foram A03, A04, A05 formados, consistiu das variedades Manteiga, Pingo
A10 e A18. O nimero de bandas polimérficas ficoud’agua e Zebu branco (caru).
em torno de 32 e, sete foram de bandas ndo A forma de agrupamento das variedades, néo
polimorficas. O nimero de bandas formado em cad&oincidiu com as caracteristicas morfolégicas,
reacdo de amplificacdo independe do tamanho déndicando um agruparamento por outras
genoma analisado (Willlianet al., 1993), sendo os caracteristicas que ndo a de subespéuiéca e
iniciadores A03 e A04 os que geraram um maiorjaponicacomo observado por Zerg al. (2001).
namero de produto de amplificacdo, ou seja, 10 No entanto, resultados semelhantes aos nossos
fragmentos cada. foram observados por Dahlberg al. (2002) ao

A natureza do polimorfismo da RAPD depende estudarem a diversidade genética em sorgo através
dos tipos de iniciadores utilizados e seus produto$las caracteristicas morfologicas e moleculares-RAPD
de amplificagdo. Quanto maior for esse namero,ndo obtendo dendrogramas semelhantes, pois os
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primers de seqléncia arbitraria geram produtos de regional divergence in cranberry¥gccinium
amplificacdo de regides aleatérias do genoma. macrocarponAit.) Pursh.Theor. Appl. Genet.vol.
88, p. 1004-10, 1994.

QIAN, W.; GE, S.; HONG, D. Y. Genetic variation within
% and among populations of a wild rid@ryza
CONCLUSAO granulatafrom China detected by RAPD and ISSR
markersTheor. Appl. Genetvol. 102, p.440-49,

A técnica de RAPD mostrou-se muito eficiente 2001

para o estudo da diversidade genética, revelando

nessas variedades do Maranh&o um material genétiCIQAFALSKI J.A. TINGEY, S. V. Genetic diagnostics

bem diversificado. in plant-breeding- RAPDs. Microsatellites and

Para o s~ucesso da RAPD, alem de testar ?s machinesTrends genetAgo v. 9, n.8, p.275-80,
concentracdes dos reagentes, deve-se também 1993

atentar para o tipo de solucdo em que a enzima Taq

polimerase é acondicionada. O Kit B da Promega fO'ROHLF, F. J. NTSYS-pc: Numerical taxonomy and

decisivo para o desenvolvimento deste trabalho, pois, o ! ]
! . . multivariate analysis system. New York: Exeter
proporcionou um maior nimero de produtos
software, 2001.

amplificados.
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