ANÁLISE DO RETROTRANSPOSON TOS-17 NA CULTIVAR BOJURU
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1. INTRODUÇÃO
Várias ferramentas podem ser incorporadas aos programas de melhoramento, com o objetivo de otimizar a obtenção de genótipos superiores, como por exemplo, hibridações artificiais, transgenia, a seleção assistida por marcadores, a mutação induzida e a genômica. Para tanto, juntando-se aos esforços das instituições de pesquisa em melhoramento genético, atualmente cresceu as atenções no sentido de conhecer a genômica estrutural e funcional das plantas. 

Atualmente, os programas de melhoramento vegetal têm incorporado novas tecnologias a cada ano, o que está contribuindo para o desenvolvimento de constituições genéticas superiores com maior eficiência. Alguns bons exemplos destas tecnologias são a utilizações das técnicas de marcadores moleculares, estudando com maior precisão e confiabilidade o caráter desejado, pois a variabilidade é acessada e selecionada em nível de DNA, permitindo assim a análise do genoma. A dispersão e a abundância dos retrotransposons (RTNs) no genoma das plantas têm possibilitado um excelente desenvolvimento de sistemas de marcadores baseados na presença dos RTNs. No caso do arroz, o elemento de transposição TOS 17 está totalmente seqüenciado e caracterizado, e o desenho de primers que anelam nas regiões terminais (LTR – Long Terminal Repeats) dos RTNs possibilita estudar a presença deste elemento dentre os cultivares de arroz. 
Baseado na importância dos estudos com retrotransposon o presente trabalho visa identificar a presença do elemento transponível TOS 17 na cultivar de arroz Bojuru. 

2. MATERIAL E MÉTODOS

O trabalho foi realizado no Centro de Genômica e Fitomelhoramento da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel/UFPel.  Para a extração de DNA foi utilizado o protocolo descrito conforme Saghai-Maroof et alli (1984), a partir de plantas da cultivar Bojuru,  obtidas do Centro de Pesquisa Agropecuária de Clima Temperado (CPACT/EMBRAPA). 

A reação de amplificação foi realizada de acordo com a técnica IRAP (Inter Retrotransposon Amplified Polymorfism) segundo o protocolo proposto por Kalendar et al. (1999), utilizando quatro primers dos LTR ( Long Terminal Repeats)  do elemento transponível retrotransposon TOS 17 que foram sintetizados a partir da descrição de suas seqüências (Hirochika et al.,1996).

Seqüência dos primers dos LTRs do retrotransposon TOS 17.

 TOS 17 LTR-1 5´ TTGGATCTTGTATCTTGTATATAC 3´;

TOS 17 LTR-2 5´GCTAATACTATTGTTAGGTTGCAA 3´;

TOS 17 LTR-3 5´CCAATGGACTGGACATCCGATGGG 3´;

 TOS 17 LTR-4 5´CTGGACATGGGCCAACTATACAGT 3´.

A combinação das quatro seqüências possibilitou a formação de 10 combinações distintas.  LTR-1 e LTR-1, LTR-1 e LTR-2; LTR-1 e LTR-3; LTR-1 e LTR-4; LTR-2 e LTR-2; LTR-2 e LTR-3; LTR-2 e LTR-4; LTR-3 e LTR-3; LTR-3 e LTR-4; LTR-4 e LTR-4. das quais 6 foram testadas e avaliadas. As amplificações de IRAP foram realizadas em um volume final de 25 (L contendo 50 ng de DNA, tampão de PCR 1x (20 mM Tris-HCl pH 8.4, 50mM KCl, 4mMCl2Mg), 0,5 (l de gelatina (5mg mL-1), 0,5 (L de Triton x-100(5 (l mL-1), 300nM de dNTPs, uma unidade de Taq DNA polimerase e  25 pmol de cada primer do LTR. A amplificação foi realizada em Termociclador PTC-100 TM (MJ research) em microtubos de 0,2 (L. O programa da amplificação consistiu de um ciclo inicial de desnaturação a 94ºC por dois minutos, seguido de 30 ciclos a 94ºC por 30s; 52ºC por dois minutos e um ciclo final a 72ºC por oito minutos. O produto da amplificação foi separado em gel de agarose 3% e visualizado mediante a coloração com brometo de etídio.
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO
Os resultados obtidos na eletroforese em gel de agarose mostraram que das seis combinações testadas apenas cinco mostram eficiência diante da presença do Elemento Transponível TOS-17.
Figura 1. Gel de agarose mostrando a presença do Elemento Transponível TOS-17
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M=DNA Padrão, 36 e 41testemunhas para a amplificação dos LTRs do elemento transponível TOS- 17, B1, B2, B3 são repetições da cultivar Bojuru que aprese3ntam amplificações do TOS 17
4. CONCLUSÕES

Os resultados positivos de amplificação dos LTRs do elemento TOS-17 mostraram a eficiência da técnica diante da análise em estudo, confirmando a presença do elemento transponível na cultivar arroz Bojuru.
Trabalhos posteriores irão avaliar a freqüência deste elemento na cultivar Bojuru em duas gerações denominadas G1 e G2. 
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