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Validacao por qPCR de genes diferencialmente expressos em milho em
resposta ao estresse hidrico.

Beatriz de Almeida Barros®; Andrea Almeida Carneiro®@;

Paloma Alessandra

Alves®; Raquel Oliveira Moreira®; Roberto Willians Noda®; Newton Portilho

Carneiro®

@ Analista de Pesquisa e Desenvolvimento, Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG; @ Pesquisador,
Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG; ® Estagiaria, Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.

newton.carneiro@embrapa.br

RESUMO: O estresse hidrico € um dos principais
fatores que limita a producdo agricola. Déficit de
agua reduz o rendimento da cultura principalmente
nos estadios reprodutivos. O milho € uma cultura
importante para a seguranca alimentar global que
estd sendo amplamente cultivada em &reas tropicais
e subtropicais sob condicdes de sequeiro. A
tolerdncia & seca é uma caracteristica complexa e
afeta as respostas de genes em muitos processos
bioldgicos em plantas. Nesse trabalho foram
comparados nivel de expressdo de genes de raiz de
espécies de milho contrastantes para a tolerancia
ao estresse hidrico e em duas condigfes hidricas
por RNAseq e qPCR. O RNA total foi extraido de
raizes de plantas de milho mais tolerante, na
presenca (50% menos irrigado) e auséncia (100%
irrigado - controle) do estresse. Os cDNAs foram
construidos, sequenciados e analisados utilizando
softwares na plataforma Galaxy da Embrapa
Informéatica Agropecuaria. Genes com diferencas de
expressdo superior a dez vezes em condi¢cdes
contrastantes em andlise de RNAseq e de baixo
numero de copia forma submetidos ao gPCR. Os
resultados mostraram consistentes com variacbes
abaixo de duas vezes entre os dois métodos. Esses
resultados ajudam a consolidar os resultados de
RNAseq para expressdo de genes relacionados
com estresse hidrico, que permitem evidenciar as
vias metabdlicas relacionadas a esse processo.
Termos de indexacdo: milho, seca, RNASeq,
gPCR.

INTRODUCAO

Atualmente, o milho é considerado a terceira maior
cultura do mundo, tanto pelo seu valor nutricional
quanto por seu valor econémico (Duarte, 2000).

AlteragBes climéaticas, como a seca, acarretam
danos na producdo desse cereal, principalmente na
sincronizacdo dos sistemas reprodutivos, uma vez
gque o déficit hidrico modifica o intervalo de
emergéncia do penddo até o aparecimento dos
estigmas. Na maioria dos casos, plantas sujeitas ao
estresse combinam uma série de respostas
fisiolbgicas e bioquimicas em nivel molecular,
celular em toda a planta (Bohnert et al., 1995; Bray,
1993, 1997; Chaves et al., 2003), que podem levar a
alteracbes na planta que permitam uma maior
tolerancia a curto e longo prazo ao estresse hidrico.
Essas alteracdes a curto prazo podem variar desde
um ajuste osmoético (Morgan, 1984) através do
sequestro de ions na planta (Mimura et al, 2003) até
um sinal raiz-folha que possa reduzir a transpiracédo
e o crescimento da planta. A longo prazo a planta
pode modificar o tamanho e arquitetura do sistema
radicular capacitando a planta a absorver maiores
guantidades de agua durante condicbes de
estresses hidrico. Pouco se conhece sobre os
mecanismos  regulatérios que traduzem as
mudancas ambientais em alteracdes metabolicas
necessarias durante as respostas de adaptacdo a
seca. Um grande numero de genes €& expresso
diferencialmente sob seca em diferentes tecidos,
estadios e condi¢cdes (Reynolds & Tuberosa 2008;
Deyholos 2009) e a identificacdo desses genes
responsivos ao déficit hidrico se torna fundamental
para o desenvolvimento de linhagens tolerantes,
cuja producdo possa minimizar os efeitos da seca.
Neste trabalho, identificamos alguns desses genes
diferencialmente expressos em resposta ao
estresse hidrico em milho por RNAseq e a
validamos a sua quantificacdo por gPCR.

MATERIAL E METODOS

Material Genético



XXXI CONGRESSO NACIONAL DE MILHO E SORGO

“Milho e Sorgo: inovagoes,
mercados e seguranga alimentar”

Para este trabalho foram utilizados os gendétipos de
milho identificados como A (tolerante a seca) e B
(sensivel a seca). Esses genétipos foram
caracterizados no Programa de Melhoramento de
Milho e Sorgo da Embrapa Milho e Sorgo, tanto em
nivel de casa de vegetagdo como em campo. Para
esse trabalho, as plantas foram mantidas em casa
de vegetacdo sob condigBes de 50% e 100% de
irigacdo por 30 dias entre as fases de pré-
florescimento e enchimento do grdo. Apds esse
periodo, por¢cBes das raizes foram coletadas, o
excesso de solo foi retirado manualmente e as
amostras foram congeladas em nitrogénio liquido
até a extracdo de RNA. Foram coletadas duas
amostras biolégicas de duas plantas por cada
tratamento.

Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Antes da extracdo, cada amostra foi lavada
rapidamente em agua para retirada do solo residual
e macerada em nitrogénio liquido. O RNA total foi
extraido utilizando o RNAeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) de acordo com as recomendacdes do
fabricante. O cDNA foi sintetizado a partir de 1,0 ug
de RNA total utilizando High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

RNASeq

Cerca de 10 ug de RNA total de duas réplicas
bioldgicas de cada tratamento foram enviados para
a empresa Eurofins para sequenciamento. As
analises de sequencias de RNAseq de milho
utilizaram 0 programa TopHat
(http://itophat.cbcb.umd.edu/) que alinha sequéncias
do genoma e determina splicing alternativos. O
Cufflinks (http://cufflinks.cbcb.umd.edu/) usa o mapa
para localizar os transcritos. O Cuffdiff & parte do
pacote do Cufflinks que faz o alinhamento de genes
em duas ou mais condigbes determinando genes
diferencialmente expressos utilizando analises
estatisticas rigorosas. O TopHat e Cufflinks sao
sistema baseados em UNIX. Para utilizar uma
interface grafica mais acessivel utilizamos a
plataforma Galaxy disponibilizado pela Embrapa
Informéatica  Agropecuaria. O  CummeRbund
(http://compbio.mit.edu/cummeRbund/)produz
informac8es de expressao nos formatos graficos de
vulcano, scatter e boxplots utilizando os dados do
Cufflinks e em conexdo com o ambiente de
estatistica R e pode ser acessivel pelo Bioconductor
(http://www.bioconductor.org/). Cem transcritos ou
exons uUnicos de milho (diferencialmente expressos
ou nado) foram selecionados para validacdo dos
dados obtidos por RNASeq.

gRT-PCR

A escolha dos transcritos diferencialmente
expressos de milho sob condi¢cdes contrastantes
para estresse hidricos (50% Reidratado x 100%
Reidratado), das bibliotecas de raiz (B-Root-50 x B-
Root-100) foram elencados os transcritos com as
maiores expressfes diferenciais [log2 (Fold
Change)] positivas (Up regulation) e negativas
(Down regulation), e os transcritos com expressdes
mais semelhantes (no significant differential
expression = NoDiff), excetuando-se os transcritos
sem expresséo detectada e os transcritos sem teste
estatistico. Para as categorias up e down regulated,
também foram excluidos os transcritos sem
significAncia estatistica da expressao diferencial.
Como critério de selecao final, os transcritos sem
splicing alternativo (um gene com um d{nico
transcrito) foram utilizados para o gRT-PCR. Para
aumentar o namero de transcritos selecionados, 0s
transcritos que pertenciam a um gene com dois
transcritos alternativos foram analisados e somente
0(s) exon(s) ou parte(s) do(s) exon(s) do transcrito
elencado como diferencialmente expresso, que o
diferenciava do outro transcrito foi(ram) utilizado(s)
para o qRT-PCR. Os primers foram desenhados
para todos os transcritos/exons selecionados
utilizando o software PrimerExpress (Applied
Biosystems). As reacdes de PCR em tempo real
foram conduzidas em 7500 Fast Real Time PCR
System (Applied Biosystems) utilizando Fast Syber
Green Master Mix (Applied Biosystems) de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Um gene que
codifica actina foi utilizado como gene de referéncia
para ambos os materiais e quantificacdo relativa foi
calculada utilizando o método AACt (Livak e
Schmittgen, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cerca de 10 ug de RNA total (Figura 1) obtidos
de duas réplicas biolégicas de cada tratamento
foram enviados para a empresa Eurofins para
sequenciamento.
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Figura 1: Analise de integridade das amostras de
RNA de milho do gendétipo B em gel de agarose
1,2% submetido a 110V por 40 minutos.

As andlises de sequencias de RNAseq de milho
feitas na interface gréfica do Galaxy produziram
resultados como os apresentados nas Figuras 2A,
2B e 3.
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Figura 2 — (A) Distribuicdo dos escores de FPKM
para cada amostra em milho. (B) Boxplots entre
amostras. Boxplots de cada amostra para a
variagdo dos seus valores de log (FPKM), que pode
ser (til para a observacdo de tendéncias entre as
amostras. Amostras de raiz  A_Root 50,
A_Root_100, B_Root_50 e B_Root_100
apresentando boxplots muito parecidos.
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Figura 3 — Dendrograma criado a partir das
amostras sao Uteis para determinar o grau de
relacionamento entre as varias amostras. A primeira
ramificacdo do dendrograma agrupou as amostras
entre os diferentes tecidos (raiz e folhas). A seguir,
ocorreu 0 agrupamento por genétipo (sensivel e
resistente). E, por Ultimo, ocorreu a separacdo por
tratamento (reposicdo de 100% ou 50% da agua
perdida por evapotranspiragao).

Dos 100 transcritos/exons selecionados do RNAseq,
79 reacdes de gqPCR apresentaram resultados, 27
para Down regulated, 34 para Up regulated e 18
para transcritos com diferenca de expressao nao
significativa (Tabela 1).

Tabela 1 — Namero de transcritos diferencialmente
expressos com RNAseq selecionados, reacdes que
apresentaram resultados de gqPCR e resultados
confirmados.

Categoria RNAseq | qPCR | RNAseq=qPCR
50-100_NoDiff 22 18 16
50-100_Up 49 34 31
50-100_Down 29 27 26

Dos 79 resultados para (PCR, apenas seis
resultados ndo confirmaram os resultados obtidos
para RNAseq. Um transcrito relacionado como
Down regulated no RNAseq apresentou-se Up
regulated no qPCR; trés transcritos Up regulated em
RNAseq néo confirmaram essa condicdo no qPCR;
e dois transcritos NoDiff apresentaram alguma
diferenca para qPCR.

As figuras 4 e 5 mostram a comparag¢do entre 0s
resultados de expressdo de gPCR para as
bibliotecas B-Root-50 x B-Root-100 de alguns
transcritos.
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Figura 4: Nivel de expressao dos transcritos. Down-
Regulated em RNAseq: Zm82113, Zm93605,
Zm27661, Zm12429, Zm37848, Zm78750, Zm82358
e Zm5185. NoDiff: Zm64824, Zm92984, Zm24853.
Apenas o0 transcrito Zml12429 ndo apresenta
resultados compativeis entre RNAseq e gPCR.
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Figura 5: gPCR - Nivel de expressdo dos
transcritos. Up-Regulated em RNAseq: Zm89035,
Zm71942, Zm56643, Zm7857, Zm100181,
Zm46000, Zm76934 e Zm75061. NoDiff: Zm64824,
Zm14964, Zm47307. Apenas o transcrito Zm71942
ndo apresenta resultados compativeis entre
RNAseq e qPCR.
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A comparacdo de expressdo pelo método de
RNAseq e gPCR confirmou os resultados de
RNAseq. A grande maioria dos trabalhos publicados
mostra a confirmacdo de resultados de RNAseq por
gPCR, evidenciando que ha grande coeréncia entre
os dois métodos.

CONCLUSOES

A identificacdo e caracterizacdo de genes
relacionados a mecanismos envolvidos no estresse
hidrico em milho é de grande importancia para o
aumento da eficiéncia nos programa de
melhoramento tanto pelo uso de transgénicos como
transferéncia via marcadores moleculares. Contudo,
requer extensiva andlise de transcriptomas em
diferentes situagfes e gendtipos para levantamento
de genes candidatos. Comparacdo de tratamentos
entre raiz e parte aérea e sob estresse hidrico por
RNAseq e qPCR sao bastantes Uteis para identificar
genes envolvidos nesses processos metabdlicos.
Nesse trabalho foram comparados resultados
obtidos para raiz entre as técnicas de RNAseq e
gPCR. A gPCR é uma ferramenta potente para
medir expressao genica e é utilizada para confirmar
os resultados de RNAseq. qPCR permite ensaios
sensiveis e especificos de expressdo genica, mas
requer  caracterizacdo robusta de  genes
normalizadores. O sequenciamento por RNAseq é
um método mais recente de descricdo de perfil da
expressdo genica de varios genes ao mesmo tempo
e tem mostrado um avanco de sensibilidade
comparado com os microarranjos. Aqui, foi possivel
confirmar a expressdo por qPCR da maioria dos
transcritos elencados por RNAseq. A informacéo do
RNAseq além de auxiliar a montagem das redes
bioldgicas relacionadas com o estresse hidricos
favorece a identificacdo de promotores ou regides
regulatérias capazes de ativarem genes nessas
condicdes.
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