56

gem SE-1. Por outro lado, a Figura 32 mostra que, quando
a linhagem SE-2 desenvolveu-se em presen¢a de 16 mM de
nitrato, o pico para GSII foi maior que para GSI.

Essas observagdes sao interessantes, pois a literatura
tem reportado que esse aumento nos niveis de GSI geral-
mente acontece quando a planta entra em processo de sc-
nescéncia e esses dados estariam, entao, indicando que a li-
nhagem SE-2, em compara¢ao com a SE-1, scria menos ca-
paz de crescer adequadamente cm presenga de baixos niveis
de nitrato. Note-se, entretanto, quando a linhagem SE-2 de-
senvolveu-se no maior nivel de nitrato, que o pico de GSII
ficou maior que o de GSI, indicando, nessc caso, que essas
plantas nao estavam entrando em processo de senescéncia
por estresse de nitrato.

Coletivamente, esses dados sugerem que as cultivares
que aparentcmente S0 mais responsivas a adubagao com
nitrogénio, no nivel de suficincia desse nutriente, investem
dec maneira preferencial na sintesec de PEPC ¢ mostram maio-
res quantidades de GSII que GSI, enquanto que, no nivel
mais baixo desse nutriente, apresentam altas propor¢oes de
Rubisco. A cultivar SE-2 que, no campo, mostra sintomas
visuais de deficiéncia de nitrogénio, quando cultivada em pre-
senga de 16 Kg/ha de N, mostrou teores de GSI maiores que
GSII, no nivel de insuficiéncia de N, o que, provavelmente,
indica que essas plantas j4 estavam em processo de senescén-
cia. - Antonio Alvaro Corcete Purcino, Hideo Sasakawa, Tat-
suo Sugiyama.
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FIGURA 32. Densitometria das bandas de GSI e GSII, obtidas  por
SDS-PAGE/Western Blot, da cultivar SE-2, cultivada em
dois nfveis de NO;. CNPMS, Sete Lagoas, MG, 1991.

MARCACAO DE FRAGMENTOS DE DNA
COM DIGOXIGENIN

Visando a utilizagdo de sondas nao radiativas dc DNA
na técnica de Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP), testou-se uma metodologia d¢ marca¢do de frag-

mentos de DNA com digoxigenin, um ester6ide que pode
ser unido quimicamente 2 uridina nucleosideo trifosfato. Pa-
ra a marcagao, utilizou-se o plasmideo pUC 8, que possui
2.655 pares de base (pb), contendo um fragmento de DNA
de 900 pb, correspondente a regido codificadora do gene
da gama-zcina, uma proteina de reserva encontrada no en-
dosperma de graos de milho. Esse fragmento foi extraido
do plasmidco pUC 8 pela acao das enzimas de restricdo Eco
RI ¢ Sal I, sendo que a marcagao foi efetuada com digoxige-
nin 11-dUTP, pelo processo de nick-translation. O funciona-
mento dos istema de marcagdo com digoxigenin consiste na
utilizacao de anticorpos produzidos contra digoxigenin, conju-
gados com a cnzima fosfatase alcalina, a qual reage com a
substincia quimiolumincscentc AMPPD (AMPPD: 3-(2’-es-
piroadamantano) - 4-mcthoxi-4- (3"-fosforiloxi) fenil- 1,2-dio-
xetano dissodico), causando emissao de luz que € capaz de
impressionar filmes de raio-x. A sonda marcada foi testada
hibridando-a contra diferentes concentragoes (80 a 2,5 nano-
gramas) do fragmento de gama-zeina imobilizado em mem-
brana de nylon. O resultado apresentado na Figura 33 mos-
tra que O processo € bastante sensivel, uma vez que a son-
da detectou até 2,5 nanogramas do fragmento-alvo, possibili-
tando com isto a substituicdo do uso de sondas marcadas
com nucleotideos radiativos em técnicas de biologia molecu-
lar. - Cldudio Brondani, Edilson Paiva.
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FIGURA 33. Dot-blot indicando a reagio de uma sonda de DNA (cor-
respondente ao fragmento com o gene da gama-zefna)
marcada com digaxigenin 11-dUPT: contra diferentes con-
centragdes do fragmento, imobilizado em membrana de
nylon. CNPMS, Sete Lagoas, MG, 1992.



