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I ntroducdo

Brachiaria é um género de gramineas nativas da
Africa tropical e compreende aproximadamente 100
espécies [1]. E o mais importante género da familia
Poaceae no Brasil, no que concerne a producdo de
forragem para gado. Em Brachiaria, o modo de
reproducgdo apomitico ¢ predominante em grande parte
das espécies ja estudadas [2] e as cultivares apomiticas
B. brizantha cv. Marandu e B. decumbens cv. Basilisk
sdo as mais utilizados como pastagem, devido as suas
caracteristicas agronomicas [3]. A ocorréncia dos dois
modos de reproducdo, apomitico e sexual, em acessos
de espécies de Brachiaria, como em B. brizantha e B.
decumbens, tornam essas espécies modelos para o
estudo molecular do modo de reproducdo apomitico.

Tecnologias de analise de expressdo génica
diferencial sdo muito importantes em estudos de
comparagdo de processos bioldgicos. Uma tecnologia
bastante aplicada ¢ a reagdo de RT-PCR em tempo real
(qRT-PCR), técnica que permite uma analise acurada
da expressdo de genes em diferentes tecidos. Para
utilizagdo de qRT-PCR e célculo da expressdo relativa
de um determinado gene em diferentes tecidos, faz-se
necessaria a identificacdo de genes referéncia, ou seja,
genes que apresentem um padrdo de expressdo estavel
em diferentes tecidos que possam ser utilizados para
normalizacdo dos dados. A utilizacdo de genes
referéncia sem prévia verificagdo da sua estabilidade
pode levar a ma interpretagdo dos dados de expressdo
relativa e, com isso, gerar resultados que ndo
representam as condi¢des in vivo. Para Brachiaria,
ainda ndo foram descritos genes referéncia para qRT-
PCR. Com o intuito de identificar os melhores genes
referéncia para analise de expressdo diferencial de
genes durante o desenvolvimento do gameta feminino
em B. brizantha apomitica e sexual, foram desenhados
iniciadores para nove EST’s, oriundos de uma
biblioteca de ¢cDNA de ovario de B. brizantha, que
possuiam similaridade com seqiiéncias de outras

espécies que ja foram utilizadas como genes referéncia
[4, 5] e esses iniciadores foram testados em reagdes de
gRT-PCR utilizando como material vegetal diferentes
tecidos de plantas sexuais e apomiticas de Brachiaria
brizantha.

Material e métodos
Material Vegetal

Brachiaria brizantha cv. Marandu, acesso BRA
000591 apomitica (B030) e Brachiaria brizantha
sexual, acesso BRA 002747 (B105), fornecidas pela
Embrapa Gado de Corte — MS e mantidas em campo na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Foram
testadas 20 amostras para a extracdo de RNA total:
ovario e antera nos estagios I, II, III e IV de
desenvolvimento, espigueta, folha e raiz de B030 e
B105.

Preparo de amostra para g RT-PCR

A extragdo do RNA total de folha e raiz foi feita
utilizando o kit RNeasy RNA extraction kit
(QIAGEN™) e o método de extragio por Trizol
(Gibco™) foi utilizado para extragdo de RNA total de
espigueta, ovario e antera. O RNA foi entdo tratado
com DNAse (Amersham™) e purificado em coluna
RNeasy Mini Column (Qiagen). Para cada amostra
foram feitas duas extracdes independentes. A
integridade do RNA foi verificada por eletroforese em
gel de agarose 1,2% e a quantidade no
espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies™). Somente as amostras de RNA com
razdo Aye/ Aggo entre 1,9 e 2,1 foram utilizadas para
sintese da fita simples de cDNA. Os cDNAs fita
simples foram sintetizados por transcri¢ao reversa de 2
png de RNA, no minimo, em volume final de 20 pL
utilizando a enzima Superscript II (Invitrogen™).
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Desenho de iniciadores

Para identificagdo dos genes referéncia em B.
brizantha foram desenhados iniciadores para nove
genes ortdlogos aqueles ja descritos na literatura como
referéncia para outras espécies de plantas [4, 5]. A
descri¢do dos genes escolhidos, assim como a origem
da seqiiéncia, estdao descritas na Tabela 1.

Reacéo de gRT-PCR

A reagdo de qRT-PCR foi feita em um volume final
de 20 pL, utilizando 1/15V de cDNA fita simples (6,7
ng RNA total). Para cada reagdo foi utilizado Tampao
PCR (Invitrogen™) 1X concentrado, MgCl, 1,5 mM,
dNTP’s 0,1 mM, 0,25 U Taq Platinum (Invitrogen™),
SYBR Green (AmershamTM) 0,1X Concentrado, 0,2
UM de cada iniciador. As reagdes foram feitas sob as
seguintes condi¢des, usando Chromo 4 Real Time PCR
Detector (BioRad™): 5 minutos a 94 °C; 40 ciclos
de:15 segundos a 94°C, 10 segundos a 60°C, 15
segundos a 72°C, 35 segundos a 60°C. Para verificar a
especificidade de amplificacdo dos genes foi feita uma
curva de dissociacdo apds a reagdo, de 30°C a 100°C,
com leitura a cada 1°C. Além disso, o perfil dos
produtos amplificados foi analisado por eletroforese
em gel de agarose. Os dados gerados a partir do
software Opticon 3, utilizado para leitura de
fluorescéncia, foram colocados em planilha MS Excel
(Microsoft, Redmond, WA), e analisados nos
aplicativos visual basic do MS Excel gBase versdo
1.3.4 (http://medgen.ugent.be/gbase/), e GeNORM
versao 34,
(http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/).

Para identificacdo dos genes mais estaveis dentro
dos tecidos escolhidos, foi utilizado o programa
GeNORM, que calcula um valor de estabilidade M. O
calculo de M ¢é baseado na média da variagdo (pairwise
variation) entre um gene particular e todos os outros
genes analisados. Por exclusdo dos genes menos
estaveis, maior valor M, sdo identificados os genes
mais estaveis. Como resultado, ¢ gerado um fator de
normalizacdo (NF) e a partir desse valor NF,
determina-se o nimero ideal de genes referéncia a ser
utilizado para uma normaliza¢do acurada dos niveis de
expressdo dos genes a serem estudados. Esse ntimero
ideal ¢ dado pela inclusdo de genes controles (n+1) no
calculo de NF até que ndo haja contribui¢do
significativa desses genes adicionados para a

normalizacao (V2\3).
Resultados e Discussao

Com base na curva de dissociacdo (Figura 1) e
analise em gel de agarose foi verificada a amplificacdo
de um produto Unico para os nove genes ¢ as
quantificagdes absolutas geradas pelo Opticon 3 foram
utilizadas para o céalculo de estabilidade dos genes.

Dos nove genes utilizados na andlise, dois
apresentaram um valor M desejado, considerando o
valor ja descrito em outras espécies [5, 6]. Foram eles:
UBIE2, E UBCE, com valor M de 0,47 (Figura 2). Em
relagdo ao numero ideal de genes referéncia para
analise, determinado a partir do variagdo entre pares
(Figura 3), houve um aumento da instabilidade quando
incluidos os genes SUCOA (V5/6 ) e TUB (V8/9). Por
haver uma variacdo relativamente pequena entre os
valores de V2/3 a V4/5, serfo utilizados para analise de
expressdo relativa em B. brizantha os dois genes que
apresentaram menos variagdo na sua expressao entre os
tecidos testados, sao eles: UBCE e UBIE2.
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Tabelal. Descrigio dos E3T s escolhidos para escolha de genes
referéncia de B. brizantha para gRT-PCR

GENE ORIGEM DESCRICAD
TUB BO30 A 185 Trbalina
UBIBRA B30 Thiquitina
UBIFZERA B0 Thiquitina
EIFBRA Blos Fator De Iniciagis Encaidtica ;
HF4ABRA B30 Fator De Iniriagin Eucaristico da - .
e . s Figura 1. Especificidade de amplificagio da
ekt SEIRERHES reagdo de gRT-PCE, evidenciada pela curva de
GDPERA BO30 Glirose Desidrogenase dissociagdo dos 9 genes. Presenca de pico Unico
STICOARRA B0 Sl Cas Ligata para as 3 rephcatas técnicas de cDNAﬁ d_os f
; ! — diferentes tecidos de B brizanfha e austneia de
UBCEBRA E030 Ergitra De Coougago & Thiguitia pico nos controles sem cDIA (seta).
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