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INTRODUCAO

Cultivado e consumido em todos os continentes, o arroz (Oryza sativa L.) destaca-
se pela producdo e éarea de cultivo, desempenhando papel estratégico tanto no ambito
econdmico quanto social. Para a atual safra brasileira 2014/15 a produgdo média de arroz
devera ser 2,3% superior em relagdo a safra 2013/14, atingindo 12.399,5 mil toneladas.
Dentre os estados produtores de arroz no Brasil, o Rio Grande do Sul (RS) destaca-se
através do cultivo de arroz irrigado em uma area de 1.120,1 mil hectares, com produtividade
média de 7.500 kg ha® (CONAB, 2015). Esse éxito tem sido relacionado ao uso de
cultivares com alto potencial produtivo aliado a boas praticas de manejo, como a semeadura
antecipada.

Dentre os fatores prejudiciais ao cultivo do arroz, cita-se a incidéncia de baixas
temperaturas. A tolerancia a esta condigdo é buscada, principalmente, nas fases iniciais da
planta, com a intencdo de antecipar a semeadura e evitar que a fase reprodutiva coincida
com a época de inicio de frio, quando contornar o problema se torna mais dificil. Além disso,
com a semeadura antecipada, o periodo reprodutivo coincidird com uma época de maior
intensidade de radiacdo solar (dezembro/janeiro, no RS). Porém, para que esta pratica seja
viavel é necessaria a selecéo de cultivares que possam ser semeadas ainda com solo frio e
com maior tolerancia nas fases iniciais da planta (germinagdo/emergéncia e periodo
vegetativo) (Mertz et al., 2009).

A técnica de PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR) € um dos métodos mais
precisos para a andlise quantitativa da expressdo de genes. Entretanto, esta técnica
necessita da normalizacdo dos dados através de genes constitutivos que apresentem niveis
de expressédo uniforme nas condi¢des experimentais avaliadas, os quais sao chamados de
normalizadores (Bastolla, 2007). Com o intuito de avaliar a estabilidade de expressédo de
genes normalizadores, varios algoritimos foram desenvolvidos nos dltimos anos, dentre eles
aqueles usados nos programas geNorm, NormFinder, BestKeeper e o método comparativo
de Cy (Silver et al., 2006).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi analisar a expressdo de seis
genes e identificar normalizadores com expressao estavel para estudos de expresséo
génica por RT-gPCR em plantas de arroz submetidas ao estresse por frio na fase
vegetativa.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido utilizando a cultivar BRS Pampa (subespécie indica). As
sementes foram germinadas em rolo de papel a uma temperatura de 28°C por sete dias em
BOD. Posteriormente, as plantulas foram transplantas para bandejas plasticas (3L)
contendo solo adubado conforme as recomendacgdes para a cultura do arroz irrigado. Foram
utilizadas trés bandejas com 30 plantulas/bandeja, as quais foram mantidas em casa de
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vegetagdo com temperatura de 28 + 2°C até as plantas atingirem o estadio de quatro folhas.
Apb6s este periodo as bandejas foram transferidas para camara de crescimento com
temperatura de 13°C durante cinco dias. A irrigacéo foi realizada com solugdo nutritiva de
Yoshida (1976). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
com trés repeticdes bioldgicas. A coleta do material para as analises (folhas) foi realizada da
seguinte forma: Cl=plantas ndo expostas ao frio; C2=6 horas de frio; C3=24 horas de frio;
C4=48 horas de frio e C5=72 horas de frio.

O RNA total foi extraido a partir de 100mg, de acordo com o método descrito para o
reagente Plant RNA Reagent Purilink (Invitrogen™), sendo a quantidade e pureza
mensuradas em NanoDrop ND-1000, enquanto que a qualidade e integridade do RNA foram
verificadas em eletroforese com gel de agarose 1,0%. Os cDNAs fita simples foram
sintetizados por transcrigdo reversa a partir de 2 pg de RNA total utilizando o kit SuperScript
First-Strand System for RT-PCR (Invitrogen™). O volume total das reaces de RT-qPCR foi
de 12 pl, sendo 6,25 pl do fluoréforo SYBR Green (Roche®), 0,25 pl (10 mM) de cada
primer (forward e reverse), 1 uL de cDNA (diluigdo 1:5, previamente definida) e 4,25 pl de
agua ultra pura. As reacgdes foram realizadas em Termociclador Bio-Rad CFX Real Time.

Foram selecionados como possiveis normalizadores seis genes citados na
literatura em trabalhos com arroz e que, supostamente, ndo apresentam variagao
significativa. Os genes selecionados foram: ACT11, UBC-E2, Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, Ubiquitinal0, Aquaporina TIP41 e Ciclofilina. Somente iniciadores que
apresentaram curva de dissociagcdo com pico Unico e eficiéncia de amplificagdo proxima a
100% foram utilizados neste estudo (Tabela 1).

Para verificar a estabilidade dos normalizadores foram comparadas as alteracdes
nos niveis de expresséo nas amostras com 24, 48, 72 e 96 horas de exposi¢éo ao estresse
em relacdo as amostras controle (sem estresse). A formula utilizada para o célculo da
estabilidade foi: ACTamostran = CTamostran - CTeontrole: A partir dos valores dos ACT obtidos
foram calculados os valores de Quantificacdo Relativa (QR), através da modificagdo na
formula original QR=2"“2°" QrR=2""°") Estes dados foram analisados através da ferramenta
RefFinder (http://www.leonxie.com/), a qual integra os algoritimos computacionais geNorm,
NormFinder, BestKeeper e o método comparativo de C; para comparar e classificar a
estabilidade dos genes candidatos a normalizadores. Além da analise separada em cada
algoritmo, utilizou-se uma classificagdo geral do melhor normalizador para a condigédo
experimental testada.

Tabela 1. Descricao dos genes candidatos a normalizadores para rea¢des de RT-gPCR em
plantas de arroz sob estresse por frio.

GENE ACESSO PRIMER F (5°-3") PRIMER R (5°-3)
ACT11 AK10026 CAGCCACACTGTCCCCATCTA AGCAAGGTCGAGACGAAGGA
7
UBC -E2 AK05969 CCGTTTGTAGAGCCATAATTGC AGGTTGCCTGAGTCACAGTTAAG
4 A TG
UBQ10 AK10154 TGGTCAGTAATCAGCCAGTTTG GCACCACAAATACTTGACGAACA
7 G G
GAPDH AK06496  AAGCCAGCATCCTATGATCAGA CGTAACCCAGAATACCCTTGAGT
0 TT TT
TIP41 AK10351 GTTTGGATGAACCCCGCAA GGCAACAAGGTCAATCCGATC
1
Cyclophili AK12130




n 4 CCACCATCACAGATCGGATCTT GCGGTCAGAGCGAAAGTAGCTA

RESULTADOS E DISCUSSAO

A estabilidade média de expressdo dos genes, calculada pelos algoritmos do programa
GeNorm, utiliza o principio de que a razdo da expressdo de dois genes de referéncia deve
ser constante. O valor de estabilidade é definido como a variagdo média de um gene em
relacdo a todos os outros testados. Com base nos valores de M calculados para os seis
genes, mostrados na Figura 1A, observou-se que ACT11/UBQ10 (M=0,261) sdo os genes
mais estaveis, enquanto Cyclophilim (M=0,649) e TIP41-Like (M=0,761), os mais variaveis. O
método comparativo de Ct (Figura 1B), apresentou uma ordem de estabilidade de expresséao,
para os genes candidatos a normalizadores, igual ao algoritmo GeNorm, porém o mesmo
apresentou valores de estabilidade diferentes para cada gene, variando de M=0,611
(UBQ10) a 0,984 (TIP41-Like).
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Figura 1. Variagdo da estabilidade média de expressdo de seis genes candidatos a
normalizadores, para o gendtipo de arroz BRS Pampa, submetidos a cinco tempos de
exposicdo ao frio (13 °C), de acordo com os algoritmos dos programas GeNorm (A), Método
Comparativo de Cr (B), NormFinder (C) e BestKeeper (D)

De acordo com o algoritmo do programa NormFinder (Figura 1C) o gene que possui
menor valor de variag&o na estabilidade é UBC-E2, com M=0,291, seguido de M=0,303 para
UBQ10. Os maiores valores de estabilidade variavel foram os de Cyclophilin (M=0,612) e
TIP41-Like (M=0,857). O algoritmo do programa BestKeeper apontou UBQ10 e GAPDH
(M=0,187 e M=0,222, respectivamente), como 0s genes mais estaveis, enquanto TIP41-Like
e Cyclophilinm, ambos com M=0,964, como os menos estaveis (Figura 1D).

Além da andlise separada em cada algoritmo utilizado, uma classificacdo geral do melhor
normalizador para a condi¢do experimental testada foi obtida através de uma combinagéo



dos resultados dos quatro algoritmos (Figura 2). Esta classificacdo geral corrobora as
classificagdes obtidas nas demais andlises, sendo os genes UBQ10 e ACT1l os que
apresentaram menor variacdo na estabilidade média de expresséo. Estes dados estdo de
acordo com os encontrados por Moraes (2013), os quais descrevem estes genes como 0S
mais estaveis para experimentos com estresse salino em plantas de arroz. Entretanto, ao
contrario do observado neste trabalho, onde os genes TIP41-Like e Cyclophilin foram os
menos estaveis em plantulas de arroz submetidas a baixas temperaturas, Caldana et al.
(2007) obtiveram padrfes de expressdo estaveis para esses genes em experimentos com
estresse salino.
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Figura 2. Classificacéo geral da variagdo média de expressdo de seis genes candidatos a
normalizadores, para o genétipo de arroz BRS Pampa, submetidos a cinco tempos de
exposigdo ao frio (13 °C), de acordo com a combinagcdo dos algoritimos geNorm,
NormFinder, Método Comparativo de Cr e BestKeeper.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitem indicar os genes UBQ10 e ACT11 como
0s mais indicados para estudos de RT-QPCR com plantas de arroz sob estresse por baixa
temperatura, uma vez que foram os que apresentaram menor variabilidade média de
expresséo.
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