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1. INTRODUCAO

A cultura do arroz pode ser fortemente influenciada por um grande namero de
fatores ambientais. Dentre os fatores abiéticos, a salinidade dos solos e da agua de
irrigacdo constitui um dos principais problemas para a agricultura irrigada.
Fisiologicamente, o estresse salino inibe o crescimento e desenvolvimento das
plantas, reduzindo o potencial osmoético da solucdo do solo, restringindo a
disponibilidade da agua e/ou acumulando ions em excesso nos tecidos vegetais,
podendo ocasionar toxicidade i0nica, desequilibrio nutricional, entre outros
disturbios (TESTER; DAVENPORT, 2003).

Ao longo da evolugédo, as plantas desenvolveram mecanismos que as
permitem perceber as variagcdes nas condicdes ambientais, ativando cascatas de
transducédo de sinais, que, por consequéncia, ativam genes de resposta ao estresse
levando a mudancas fisiolégicas e bioquimicas (COTSAFTIS et al., 2011). Uma das
técnicas de biologia molecular amplamente utilizada para a validacdo dos dados de
expressao génica € a RT-gPCR (quantitative RT-PCR), pois apresenta sensibilidade
e reprodutibilidade na analise de transcritos (GACHON et al., 2004). Esta técnica
necessita de uma padronizacdo para a correta interpretacdo dos dados, a qual é
feita pela analise dos genes alvo comparados com um ou mais genes constitutivos
gue possuam expressao uniforme nas condicdes experimentais. Estes genes
constitutivos sado chamados de normalizadores na técnica de RT-gPCR
(BASTOLLA, 2007).

Considerando que tanto a sequéncia do gene constitutivo como a sequéncia
do gene de interesse (alvo) estardo presentes na amostra testada, o primeiro nao
deveré apresentar variacao significativa de expresséao, pois se trata de um gene de
referéncia e o segundo podera apresentar diferentes padrdes de expressao dentro
do experimento (EXPOSITO-RODRIGUEZ et al. 2008). Geralmente s&o escolhidos
como normalizadores genes que se encontram envolvidos em processos celulares
basicos, como manutencdo da estrutura celular e metabolismo primario
(CZECHOWSKI et al. 2005)

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi analisar a expresséo de dez
genes constitutivos e identificar normalizadores com expressdo estavel para
estudos de expressdo génica por RT-gPCR em plantulas de arroz sob estresse
salino.

2. METODOLOGIA

Sementes de arroz (Oryza sativa L.) dos genétipos BRS Bojuru (tolerante ao
sal) e BRS Ligeirinho (sensivel ao sal) foram colocadas para germinar e transferidas
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para potes plasticos contendo areia como substrato e mantidas em casa de
vegetagcdo. Ao atingirem o estadio V4, as plantas foram submetidas a irrigacéo
alternada, com solucéo nutritiva (HOAGLAND e ARNON, 1938) e agua contendo
NaCl na concentracdo de 150 mM (100 mL/pote). Foram realizadas cinco coletas,
de folhas, com intervalo de 24 horas. O delineamento experimental foi inteiramente
ao acaso, em esquema fatorial 2 x 5 (2 genétipos x 5 tempos de exposicao ao sal) e
3 repeticbes bioldgicas.

O RNA total foi extraido com o reagente Plant RNA Reagent Purilink® e o
cDNA fita simples foi sintetizado por transcri¢cao reversa utilizando o Kit SuperScript
First-Strand Synthesis System for RT-PCR®. Foram selecionados como possiveis
normalizadores dez genes frequentemente utilizados como controle interno nas
analises de RT-gPCR e que, supostamente, ndo apresentam variacdo significativa
entre o0s tratamentos analisados. Os genes selecionados foram: Actinall,
Ubiquitina-E2, Fator alongamento eucaridtico 1-a, Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, Q-Tubulina, Fator de iniciacdo eucaridtica 4a, UbiquitinalO,
Ubiquitina5, Aquaporina TIP41 e Ciclofilin.

A especificidade e curva padrdo de eficiéncia dos primers foram avaliadas
para cada genotipo. A eficiéncia da PCR (E) foi obtida a partir de quatro diluicbes
seriadas de cDNA (1:1; 1:5, 1:25 e 1:125) para gerar a curva padrao de cada par de
primer testado. Foram selecionados os primers que obtiveram valores de eficiéncia
entre 1,8 e 2,2, 0 que corresponde a uma eficiéncia entre 90 e 110%.

Foram considerados estaveis aqueles genes normalizadores com menores
valores de desvio padrdo e coeficiente de variacdo. Paralelamente as analises
estatisticas, a estabilidade dos normalizadores para ambos 0s gendétipos, foi
avaliada através da ferramenta RefFinder, a qual integra os algoritimos
computacionais geNorm e NormFinder (CHEN et al., 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A especificidade da amplificacéo foi determinada pela presenca de um unico
pico presente na curva de dissociacdo (Melting) e a eficiéncia de amplificacdo dos
primers foi calculada individualmente a partir do Logaritmo (Log) das diluicbes de
cDNA, para cada um dos genotipos. As andlises demonstraram eficiéncias
préximas a 100%, variando entre 1,85 e 2,16, indicando que ao final de cada ciclo, o
transcrito molde é duplicado, com variagdo de 10%, o0 que nao interfere
significativamente nos resultados obtidos.

A partir dos dados apresentados na Tabela 1, referentes aos valores de Desvio
Padrdo (DP) e Coeficiente de Variacdo (CV%), observou-se que, dentre os genes
testados, UBQ10 é o que apresenta os menores valores de DP total (0,18) e CV%
total (18,52), seguido pela UBQ5 e ACT1l, indicando maior estabilidade de
expressao destes genes. Por outro lado, para TIP41-Like, Eif-4a e Cyclophilin foram
observados valores de DP entre 9,10 e 10,10 e de CV% entre 169,22 e 269,0.
Somado a isso, foi possivel inferir qgue ha uma maior variacdo na estabilidade da
expressdo dos genes no gendtipo BRS Ligeirinho, sensivel ao estresse salino, com
excecdo do gene Eef-1a, para o qual os valores de desvio padrao foram maiores no
gendtipo BRS Bojuru.



Tabela 1. Média geral (), Desvio Padrédo (DP) e Coeficiente de Variacdo (CV%) de
dez genes candidatos a normalizadores, para os gendétipos, BRS Bojuru e BRS
Ligeirinho, submetidas a cinco tempos de exposi¢cdo a 150 mM de NacCl

ACTII PBTUB FEefla UBC-E2? olFda UBQI0 UBQ3 GAPDH  TIP4l_ C yclophilin
BRS Bojum 1,08 1,11 1,32 0,81 0.76 0,97 0,91 0,46 0.77 1,04

x BRS Ligeirinho 1,23 1,03 0,66 1,58 728 0,90 1,078 1,71 11,17 9,11
] 1,15 1,07 0,99 0,90 102 0,94 0,998 1,09 597 5.07
BRS Bojum 0,38 0,46 1.67 0,17 033 0,15 0,17 0,35 0.29 0.29

DP  BRSLigeirinho 0,31 0,30 0,33 0,91 14,82 0,19 0,23 1,57 1239 11,68
DP total 0,35 0,39 1,23 075 10,00 0,18 0,22 1,29 10,10 9,10
BRS Bojum 35,19 41,89 1260 21,75 43,38 1535 1878 76,75 3137 2371

CV% BRSLigciinho 2562 29,83 4960 57,55 2030 21,35 21,87 9191 110,92 12822
CV total 30,41 3644 1239 63,04 2690 18,52 2191 11822 169,22 17922

Com base nos valores de estabilidade média de expressdo (M) calculados
para os dez genes, mostrados na Figural, observou-se que ACT11/UBQ10
(M=0,404) sao os genes mais estaveis, seguidos de B-Tubulin (M=0,598) e GAPDH
(M=1,177), elF-4a (M=1,315) e Cyclophilin (M=1,495), como 0s mais variaveis.
Estes dados estdo de acordo com os encontrados por CALDANA et al. (2007), os
guais ao analisarem o perfil de expressdo de fatores de transcricdo de arroz,
identificaram o gene ACT1(AK071586) como um dos mais estaveis para
experimentos com estresse salino. Por outro lado, NICOT et al. (2005), observaram
variagdes significativas para 0 mesmo gene em Solanum tuberosum ssp. tuberosum
L..

De acordo com GUTIERREZ et al. (2008), os valores de M, obtidos nestes
algoritimos, para serem considerados estaveis precisam de M<0,5. Esta afirmacao
indica o gene UBQ10 como o mais indicado a ser utilizado como normalizador para
analises de RT-gPCR, em folhas de plantas de arroz submetidas a 150 mM de
NaCl, uma vez que os valores de M para este gene foram de 0,404 e 0,327
utilizando os algoritimos geNorm, NormFinder, respectivamente.

geNorm

NormFinder

0712 0.728

Stability Value (SV)

0.580 0.613

Average expression stability (M)
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Figura 1. Estabilidade média de expressdo (M) e Valor de Estabilidade (SV), de
acordo com o algoritimos geNorm e o NormFinder, em dez genes candidatos a
normalizadores para as gendtipos de arroz, BRS Bojuru e BRS Ligeirinho,
submetidas a cinco tempos de exposicdo a 150 mM de NacCl.
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4. CONCLUSOES

A andlise da estabilidade de expressdo de dez genes candidatos a
normalizadores para estudos de RT-gPCR, sugere o gene constitutivo UBQ10 o
mais adequado para estudos em folhas de arroz dos gendtipos, BRS Bojuru
(tolerante) e BRS Ligeirinho (sensivel), submetidas ao estresse salino.
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