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Resumo

Uma etapa fundamental da analise de resultados de sequenciamento de transcriptoma consiste na
validagdo dos dados de expressdo génica que vem sendo conduzida com sucesso por meio da técnica de PCR
quantitativa em tempo real (RT-qPCR). Esse trabalho foi realizado com o objetivo investigar e identificar
através de RT-qPCR genes potencialmente constitutivos em feijoeiro comum com estabilidade de expressao
em diferentes tecidos vegetais submetidos a condi¢des ambientais adversas em genotipos provenientes de
diferentes centros de domesticagao. Dos 18 genes de referéncia avaliados, cinco apresentaram padrao de
amplificagdo satisfatorio, sem a formagdo de dimeros, porém diferenciados quanto a estabilidade de expressao
nos tecidos e genotipos amostrados. Os genes selecionados servirdo como normalizadores em experimentos
de RT-qPCR subsequentes visando a validacdo de genes candidatos gerados a partir de projetos de pesquisa
que contemplam ac¢des de RNA-seq.

Introducao

Com o estabelecimento de projetos de sequenciamento de regides expressas do genoma da espécie
Phaseolus vulgaris (feijoeiro comum) uma grande quantidade de informagdo de sequéncias transcritas de
DNA tem sido gerada e depositada em banco de dados publicos e privados. A grande importancia que esse
legume de grdo representa perante o consumo per capita brasileiro (182,9 g/dia, SALVADOR et al. 2011) e
impacto para o desenvolvimento social e econdmico social mundial tem propiciado o desenvolvimento de
grandes projetos cientificos. Nesse sentido, pesquisas aplicadas a prospec¢ao de genes expressos na presenca
de estresses bioticos e abidticos, em diferentes gendtipos, tecidos e estadios de desenvolvimento da planta
tém sido estratégicas em todo mundo no que diz respeito a programas de melhoramento genético do feijoeiro
comum (BLAIR et al. 2011).

A técnica de qRT-PCR tem como base o processo da transcri¢do reversa, no qual se produz a molécula
de cDNA a partir do RNA, seguido da PCR onde em cada ciclo de amplificagdo os produtos formados
sdo detectados em tempo real (HEID et al.,1996). Essa técnica, que se caracteriza por apresentar bastante
sensibilidade ¢ estabilidade em relagao a deteccdo dos transcritos alvos, necessita da normalizagdo dos
dados gerados para se obter uma correta interpretacdo dos resultados obtidos (HUGGETT et al.,2005). Para
arealizagao da normalizag@o sdo necessarios genes que apresentem um perfil de expressao estavel no tecido
que esta sendo submetido a analise dentro e entre genotipos, assim como em condigdes ambientais diferentes.
Alguns genes de referéncia sao bastante conhecidos e bem estabelecidos quando ao uso na validagdo da
expressao de genes (CZECHOWSKI et al. 2005). Para o feijoeiro comum apenas alguns genes foram avaliados
e validados como genes estaveis em condi¢des de estresse bidtico e abiotico (BORGES et al, 2012).

O presente estudo teve como objetivo investigar e identificar através de RT-qPCR genes potencialmente
constitutivos em feijoeiro comum com estabilidade de expressao em diferentes tecidos vegetais submetidos
a condigdes ambientais adversas em gendtipos provenientes de diferentes centros de domesticagao.

Material e Métodos

Amostras de RNA foram preparadas a partir seis grupos de experimentos em andamento no laboratorio de
Biotecnologia da Embrapa Arroz e Feijao que incluiram as seguintes condi¢des: 1) tecido foliar das variedades
Pérola e BAT 477 na auséncia e presenga de déficit hidrico, 2) tecido radicular das variedades Pérola e BAT
477 na auséncia e presenca de déficit hidrico, 3) tecido foliar das variedades Realce e Executivo na auséncia
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e presenca de estresse biotico, nos quais foram avaliados diferentes tempos a partir da inoculagdo com o
patogeno Colletotrichum lindemuthianum (24h, 3 e 7 dias), 4) sementes das variedades Pérola, Madrepérola
e Pontal, 5) tecido foliar das variedades AND 277, Executivo, Radiante e WAF 75 derivadas do pool génico
Andino, 6) tecido vegetal obtido das vagens das variedades Pérola e BAT 477.

A extragdo de RNA a partir dos tecidos foliar, radicular e de vagem foi realizada utilizando produto
comercial baseado em coluna de purificagdo, e a extracdo das sementes utilizando o reagente de lise Pury
Link Plant RNA Reagent™ (Invitrogen), com adaptagdes (Pereira et al, em elaboragao).

A quantifica¢do das amostras de RNA, bem como a determinagio do grau de pureza das mesmas foram
estimados por meio de leitura baseada em equipamento de espectrofotometria Nano Vue™ (GE), seguido pela
analise da integridade das amostras de RNA por meio da analise em equipamento Agilent 2100 Bioanalyser
(GE). A sintese do cDNA foi conduzida utilizando o produto comercial SuperScript® 11 Reverse Transcriptase
(Invitrogen™).

Foram escolhidos 18 genes constitutivos utilizados em experimentos com plantas para avaliagdo quanto
a sua estabilidade de expressdo nas amostras selecionadas, dos quais 16 encontram-se descritos na literatura
(Tabela 1) e dois foram identificados a partir de sequéncias do genoma de feijoeiro comum (Pv EEFla e Pv
40S). Para a determinagdo da concentragdo de iniciadores mais eficiente e sem a formagdo de dimeros de
primers promoveu-se a titulagdo de primer utilizando 9 diferentes combinagdes entre o Foward e o Reverse.
Os genes cujas condicdes de amplificacao foram ajustadas foram utilizados para amplificar as amostras por
RT-gPCR. Tanto a titulagao de primers, como a amplificagdo, foram realizadas utilizando o produto comercial
RealMasterMix SYBR ROX (5Prime).

Tabela 1. Genes de referéncia utilizados para avaliagdo quanto a estabilidade da expressdo previamente
descritos na literatura em estudos com plantas.

Gene Candidato N° de acesso Referéncia bibliografica
18S rRNA AKO059783? (JAIN et al., 20006)
28S rRNA AK119809? (JAIN et al., 2006)
Actin 11 AK100267* (ZHANG et al.,2009)
Actin 16280 okl (ZHANG et al.,2009)
B-Tubulin CV530631° (ETICHA et al., 2010)
Cons 6-3 CD397253° (LIBAULT et al., 2008)
Cons 7 AW310136° (LIBAULT et al., 2008)
Cons 15 AW396185° (LIBAULT et al., 2008)
EEF1-a AK061464* (ZHANG et al.,2009)
Pv 18S AF207040° (SANTOS et al., 2005)
Pv ACT okl (CHEN et, al. 2009)
Pv UBC9 ok (HERNANDEZ et, al. 2007)
T197 okl (THIBIVILLIERS et al., 2009)
TC127 kA (THIBIVILLIERS et al., 2009)
TC185 okl (THIBIVILLIERS et al., 2009)
UBQS5 AK061988* (JAIN et al., 20006)

aAV530631ratura foram escolhidos na literatura e 2 - Full-length cDNA accession number.
b - GenBank accession no.

A estabilidade dos genes de referencia avaliados foi conduzida utilizando os algoritmos NormFinder
(ANDERSEN et al., 2004), DataAssist™ v3.01 (Life Technologies Corporation) ¢ Genorm PLUS
(VANDESOMPELE et al., 2002). Para os algoritmos NormFinder e DataAssist™ v3. 01 foi considerado o
score gerado onde o menor valor representa o gene com expressao mais estavel entre os tecidos avaliados.
Para o Genorm®™Vs adotou-se os pardmetros M < 0,5 e CV <0,2.
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Resultados e Discussao

As amostras de RNA apresentaram qualidade e quantidade adequadas para serem utilizadas na analise
de RT-qPCR. As leituras espectrofotométricas nas razdes 260nm/280nm e 260nm/230nm, indicaram um
satisfatorio grau de pureza, variando de 1,86 a 2,14 e de 1,11 a 2,36, respectivamente. Quanto a integridade
inferida a partir do valor de RNA Integrity Number (RIN) observou-se uma variagdo de 6,2 a 9,6 indicativa
de uma qualidade satisfatoria para a analise de expressdo génica. As estimativas derivadas das razdes dos
RNAs 28S e 18S variaram de 1,0 a 2,4 indicaram integridade das fragdes ribossomais.

Apesar do perfil adequado quanto a pureza e qualidade das amostras de RNA houve variagdo individual
na quantidade do RNA extraido para cada amostra (113,6 a 1594ng/ul) o que, segundo CHUNG et al (20006),
ndo representa qualquer limitagdo ao processo de extracdo uma vez que quantidade e qualidade sdo fatores
independentes na extracdo do RNA .

Durante o procedimento de titulagdo de primers, 13 dos 18 candidatos apresentaram formac¢ao de dimeros
de primers em todas as concentrag¢des avaliadas que variaram de 50nM a 900nM para cada um dos iniciadores,
inviabilizando a utilizagdo dos mesmos em sistemas de detec¢do baseados em SyberGreen. A ocorréncia
desses dimeros de primers nos 13 genes de referéncia foi confirmada através da analise in silico utilizando
o programa computacional Gene Runner v.3.01 (Hastings Software, Inc.), corroborando com o resultado da
titulagdo. Ao final, cinco genes de referéncia (Pv18S, PvAct, B- Tubulina, T 197 e Tc 127) selecionados por
nao apresentaram a formacao de dimeros nas concentracdes ajustadas foram utilizados na RT-qPCR para
avaliacdo quanto a estabilidade de expressdo nas amostras.

A analise dos dados gerados via RT-qPCR revelou um comportamento distinto dos cinco genes de
referéncia em relagdo as diferentes amostras utilizadas no experimento. Na tabela 2 sdo apresentados os
melhores padrdes de amplificagdo em relagdo a especificidade de estabilidade no conjunto de seis grupos
de amostras avaliadas. Dos cinco genes restantes, o da B-Tubulin se destacou por apresentar estabilidade
de expressao na maioria dos tecidos avaliados, como o foliar derivado dos genoétipos referentes aos pools
génicos Andino ¢ Mesoamericano, semente e raiz. Os genes T197 e Pv18S apresentaram perfil estavel de
amplificacdo em tecido de vagem e raiz, enquanto o PvAct foi considerado adequado para raiz e semente.
Esses genes apresentaram estabilidade de expressao nos tecidos na presenga e auséncia dos estresses bidticos
e abioticos.

Tabela 2. Genes considerados estaveis para os grupos amostrais apos a analise dos dados.

Genes avaliados quanto a estabilidade Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5 Grupo 6

B-Tubulin estavel  estavel  estavel  estavel  estavel

Pv 18S estavel estavel
Pv Act estavel estavel

T197 estavel  estavel estavel estavel
Tcl127 estavel estavel  estavel  estavel

Os genes de referéncia selecionados, segundo os experimentos realizados, servirdo como controles
internos em todas as RT-qPCT subsequentes as avaliagdes de RNA-seq sob analise com a espécie Phaseolus
vulgaris. Os resultados derivados desse estudo dardo suporte as pesquisas cientificas que visam ampliar o
conhecimento sobre os mecanismos genéticos que afetam caracteristicas de interesse para o programa de
melhoramento do feijoeiro comum.
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