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1. INTRODUÇÃO

O arroz (Oryza sativa L.) foi, em 2004, o terceiro cereal mais cultivado no mundo.  Além dos aspectos econômicos e culturais, ele é considerado espécie modelo entre as gramíneas, pois, dentre os cereais, é o que possui o genoma com menor tamanho, constituído por aproximadamente 380 milhões de pares de nucleotídeos. Além disso, possui um mapa genético com mais de 2.300 marcadores alinhados ao mapa físico, tem aproximadamente 24.000 ESTs (marcadores de seqüências expressas em forma de RNA) que têm sido mapeados e, atualmente, 52% do seu genoma têm suas funções conhecidas e descritas.

 Microssatélites (LITT e LUTY, 1989) ou ainda Single Sequence Repeats, são seqüências de DNA repetidas em séries ordenadas. Estas regiões de DNA repetidas são de grande valia quando usados como marcadores moleculares, pois estão distribuídos de forma abundante no genoma de eucariotos (MORGANTE e OLIVIERI, 1993). 

O presente trabalho teve como objetivo verificar se posições apontadas para estes marcadores em mapas genéticos da especie Oryza sativa L., grupo indica, correspondem às mesmas posições físicas na pseudo-molécula do genoma do arroz Oryza sativa L, grupo japonica, seqüenciado pelo International Rice Genome Sequencing Project (IRGSP).

2. MATERIAL E MÉTODOS


A partir da nomenclatura do conjunto de primers (iniciadores) para marcadores microssatélites (Lu et alli, 1997) utilizados no Laboratório de Genômica e Fitomelhoramento-FAEM/UFPel, foram buscados no portal Gramene (http://www.gramene.org) mapas que indicavam posições desses marcadores nos mapas genéticos do conjunto de cromossomos do arroz (indica).  Após a obtenção desses locos foram localizadas as seqüências de RNAs ou ESTs de onde esses marcadores foram derivados e desenhados os iniciadores (primers) para o mencionado mapa genético. Após a obtenção das seqüências de onde foram originados os marcadores, foi utilizado o software BLASTN (Gibas, 2001), disponível na página do National Center for Biotecnology Information-NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), através do qual foi possível buscar por regiões homólogas ou com um nível aceitável de identidade na pseudomolécula do arroz, também depositada no NCBI. 

Tabela 1. Lista de primers derivados de locos microssatélites em seqüências de 

                RNA/ESTs,  Lu et alli, 1997.

[image: image1.emf]Nome Forward Reverse Motivo

RM 55 CCGTCGCCGTAGTAGAGAAG  TCCCGGTTATTTTAAGGCG  (GA)17 

RM 81 GAGTGCTTGTGCAAGATCCA  CTTCTTCACTCATGCAGTTC  (TCT)10 

RM 202 CAGATTGGAGATGAAGTCCTCC  CCAGCAAGCATGTCAATGTA  (CT)30 

RM205 CTGGTTCTGTATGGGAGCAG  CTGGCCCTTCACGTTTCAGTG (CT)25 

RM207 CCATTCGTGAGAAGATCTGA  CACCTCATCCTCGTAACGCC  (CT)25 

RM212 CCACTTTCAGCTACTACCAG CACCCATTTGTCTCTCATTATG  (CT)24 

RM219 CGTCGGATGATGTAAAGCCT  CATATCGGCATTCGCCTG  (CT)17 

RM220 GGAAGGTAACTGTTTCCAAC GAAATGCTTCCCACATGTCT (CT)17 

RM225 TGCCCATATGGTCTGGATG  GAAAGTGGATCAGGAAGGC (CT)18 

RM232 CCGGTATCCTTCGATATTGC  CCGACTTTTCCTCCTGACG  (CT)24 

RM233 CCAAATGAACCTACATGTTG  GCATTGCAGACAGCTATTGA  (CT)20 

RM234 ACAGTATCCAAGGCCCTGG  CACGTGAGACAAAGACGGAG  (CT)25 

RM235 AGAAGCTAGGGCTAACGAAC  TCACCTGGTCAGCCTCTTTC  (CT)24 

RM239 TACAAAATGCTGGGTACCCC  ACATATGGGACCCACCTGTC 

RM241 GAGCCAAATAAGATCGCTGA  TGCAAGCAGCAGATTTAGTG  (CT)31 

RM242 GGCCAACGTGTGTATGTCTC  TATATGCCAAGACGGATGGG  (CT)26 

RM247 TAGTGCCGATCGATGTAACG  CATATGGTTTTGACAAAGCG  (CT)16 

RM249

GGCGTAAAGGTTTTGCATGT  ATGATGCCATGAAGGTCAGC 

(AG)5TG(AG)2 

(AG)5A2(AG)14 


  Fonte. CGF/2006.

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na tabela 2 são mostrados os resultados obtidos nas pesquisas realizadas utilizando o BLASTN. Os dados obtidos para o parâmetro E-value indicam que todas esses alinhamentos detectados são aceitáveis como regiões de onde estes marcadores tenham sido originados, ou ainda que sejam regiões homólogas a esses marcadores, pois existe a possibilidade de que alguns genes sejam encontrados em varias posições físicas de um mesmo genoma. Valores E-value indicam a possibilidade de um alinhamento aleatório entre duas seqüências, isto é, quanto menor este valor, melhor é o resultado do alinhamento, pois, indica baixa probabilidade do alinhamento ter sido ao acaso.
Tabela 2: Resultado de alinhamentos efetuados pelo BlastN, entre seqüências origem de marcadores em arroz grupo indica contra a paseudo-molécula do genoma do arroz, grupo japonica. 
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RM 55 4 137 8e- 31 12 137 8e- 31 12 127 8e- 28

RM 81 1 426 5e- 118 3 357 4e- 97 6 71.9 3e- 11

RM 202 11 557 2e- 57

RM 205 9 398 8e- 110

RM 207 2 210 8e- 53 2 210 8e- 53 12 240 9e- 62

RM 212 1 406 5e- 112

RM 219 7 151 6e- 35

RM 220 5 97.6 8e- 19 6 240 9e- 62 12 240 9e- 62

RM 225 1 71.9 3e- 11 11 787 0

RM 232 3 542 6e- 153

RM 233 2 289 2e- 76 5 204 6e- 51 11 664 0

RM 234 7 473 4e- 132 9 111 3e- 23

RM 235 10 54 9e- 06 12 54 9e- 06 12 402 9e- 111

RM 239 1 103 8e- 21 1 31 9e- 33 10 492 8e- 138

RM 241 1 103 8e- 21 1 143 9e- 33 10 492 8e- 138

RM 242 2 73.8 9e- 12 9 63.9 9e- 09 12 73.8 9e- 12

RM 247 12 317 4e- 85

RM249

        Homólogo 1       Homólogo 2     Homólogo 3


Fonte: CGF/2006.

CR = número do cromossomo; Hint = tamanho das seqüências alinhadas; E-value = valor do alinhamento
Tabela 3. Resultado entre posições cromossômicas obtidas em mapeamemento genético de arroz grupo indica e homologias encontradas nos cromossomos seqüenciados de Oryza sativa L. cultivar Niponbari (grupo japonica).

[image: image3.emf]Cromossomo Homologia

Marcador Mapeado encontrada Resultado

RM 55 2, 4, 12 4, 12, 12 +

RM 81 1, 2, 3, 6 1, 3, 6 +

RM 202 11 11 +

RM205 9 9 +

RM207 2 2 +

RM212 1 1 +

RM219 9 7 -

RM220 1 5 -

RM225 6 1 -

RM232 3 3 +

RM233 2 2 +

RM234 7 7 +

RM235 12 10 -

RM239 10 -

RM241 4 1 -

RM242 9 2 -

RM247 12 12 +

RM249 5 -

1

-


         Fonte. CGF/2006.

Foram selecionados os três melhores alinhamentos para cada um dos locos derivados dos marcadores microssatélites, pois, na maioria dos mapas genéticos avaliados, alguns locos são encontrados em diferentes posições nos cromossomos ou ainda em diferentes cromossomos do genoma, quando avaliados em diferentes constituições genéticas de arroz. 

Analisando a tabela 3, verificamos que, dos 18 locos avaliados, 10 foram positivos, apresentando as mesmas localizações cromossômicas entre mapas genéticos e mapa físico, sete locos apresentaram posições diferentes entre o mapa genético e físico e apenas para o loco (RM 249) não foram localizadas seqüências homólogas. 

4.CONCLUSÕES

Os resultados obtidos neste experimento confirmam pressuposições anteriores de que a maioria dos genes e suas regiões expressas são conservadas entre duas espécies próximas na escala evolutiva e, também, que alguns desses genes podem sofrer eventos de mutações que podem resultar na alteração do posicionamento dessas seqüências dentro do próprio cromossomo de origem ou, ainda, na transposição desses para outros cromossomos e delecoes, como no caso do loco RM 249.
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