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expressao génica em arroz sobre estresse por excesso de ferro

Fabiane Igansi de Castro dos Santos’; Naciele Marini®; Marcio Alves-Ferreira®, Antonio Costa de

Oliveira®; Vivian Ebeling Viana®; Ariadne Henriques®

Palavras-chave: (RT-qPCR, gene constitutivo, Oryza sativa L, estresse abidtico, toxidez por
ferro)

INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é um dos alimentos mais importantes da dieta do ser humano,
servindo como alimento basico para mais da metade da populagdo mundial (IRRI, 2014).
Nos dltimos anos apresentou um aumento significativo na producdo, atingindo no Brasil
aproximadamente 12 milhdes de toneladas na safra 2013/14, destacando o estado do Rio
Grande do Sul como maior produtor, com uma produgdo de aproximadamente 8.000
milhdes de toneladas (CONAB, 2014), no entanto diversos fatores limitam a produgado
mundial de arroz, onde podemos destacar os estresses bidticos e abidticos como
responsaveis por grande parte da redugdo da produtividade e da qualidade da producao
agricola (SANTOS, 2012).

Entre os estresses abifticos a toxidez por ferro é um dos mais importantes
(DOBERMANN, 2000), podendo levar a perdas consideraveis na produgdo, dependendo do
nivel da toxidez e da tolerancia das cultivares de arroz (BENCKISER, 1982). No Brasil
essas perdas podem reduzir em até 80% a produgéo (BACHA, 1993). A inundagéo do solo,
como requer o sistema irrigado, somado a principal caracteristica de solos do tipo
hidromorfico, com drenagem natural deficiente, torna o ambiente hipdxico ocasionando
alteracées no pH, promovendo a reducéo de 6xidos férricos (Fe®") a éxidos ferrosos (Fe?"),
com conseqilente elevacéo da solubilidade e disponibilidade do ion, podendo acarretar em
graves problemas de toxidez para as plantas de arroz cultivadas neste ambiente
(SCHMIDT, 2013).

Os estudos sobre a expresséo dos genes envolvidos neste estresse podem contribuir
para um melhor entendimento dos mecanismos das plantas submetidas ao excesso de ferro
e também podera fornecer ferramentas para que estas informacdes sejam utilizadas em
programas de melhoramento, para isso a técnica de RT-qPCR (Quantitative reverse-
transcriptase polymerase chain reaction) vem sendo destacada como uma das mais
importantes ferramentas da era gendmica, utilizada em andlises para a quantificagdo da
expressdo de mRNA (VANGUILDER, 2008). Esta abordagem compara padrées de
transcricdo génica em diferentes situagdes experimentais, no sentido de identificar
caminhos moleculares envolvidos em uma infinidade de processos (PONTON, 2011).

Um dos requisitos para ensaios de RT-qPCR confiaveis é a normalizagdo dos niveis de
expressdo de genes alvo (PFAFFL, 2004). Os niveis de expressado destes genes alvo sdo
calculados com base em controles endogenos. Sendo assim, 0 primeiro passo, para
estudos de expresséo de genes realizados com RT-gPCR, é selecionar e validar os genes
de referéncia para normalizar os diferentes niveis de genes alvo. Estes genes de referéncia
sd@o usados para controlar as variacdes na quantidade e qualidade do RNA (PONTON,
2011) e deve ser expresso em nivel constante em diferentes condi¢des, tais como estadios
de desenvolvimento ou tipos de tecidos.
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Estudos anteriores demonstraram que resultados imprecisos podem ocorrer quando
genes de referéncia sdo arbitrariamente utilizados para normalizagdo interna, tornando
importante o estudo de genes de referéncia (MATTA, 2011), pois ndo foram encontrados
trabalhos validando estes genes de referéncia para estudos de expressdo génica em
plantas de arroz sobre estresse por excesso de ferro. Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a estabilidade da expressdo de cinco candidatos a genes de referéncia
para serem utilizados na normalizac@o da expresséo de genes alvo responsivos ao estresse
por excesso de ferro em tecidos de parte aérea de cultivares de arroz contrastantes.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério do Centro de Genbmica e
Fitomelhoramento, da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Foram utilizadas sementes
de arroz irrigado das cultivares Nipponbare (subespécie japonica), BR Irga 409 e Epagri 108
(subespécie indica), estas foram alocadas em caixas gerbox com papel germitest e
colocadas para germinar em camara de germinagdo (B.O.D.) a 25°C, fotoperiodo de 16
horas/8horas (luz/escuro) e umidade relativa de 100% por sete dias, seguindo os critérios
estabelecidos pelas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). O delineamento
experimental utilizado foi completamente casualizado com trés repeticdes, sendo cada
unidade experimental composta por cinco plantulas.

Para a inducdo de estresse por ferro, plantulas uniformes foram transferidas para
recipiente com capacidade para 4L contendo solugdo nutritiva de YOSHIDA (1976) e
acondicionados em tanque hidrop6nico, com agua a uma temperatura de 25 + 1°C, com
fotoperiodo de 16 horas e aeragdo permanente. A solugdo nutritiva foi trocada a cada sete
dias. O pH foi aferido e mantido com MES monohydrate: 2-(N-Morpholino) ethanesulfonic
acid hydrate. Apés 14 dias, foi feita a primeira coleta da parte aérea das plantulas no
tratamento controle (sem estresse). Ao restante dos recipientes as plantulas foram
submetidas ao estresse por excesso de ferro, com solugao nutritiva padrdo mais 500mg de
sulfato de ferro e permaneceram sob estas condi¢gfes por 12, 24 e 36 horas, até a coleta. O
pH foi aferido e mantido com MES monohydrate: 2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid
hydrate. As amostras coletadas foram acondicionadas em ultra freezer a -80°C até a
extragdo de RNA.

As extragbes de RNA foram realizadas em triplicatas biolégicas de acordo com o
protocolo do reagente TRIzol® (Invitrogen, Califérnia, USA). O cDNA foi obtido utilizando o
kit SuperScript™Ill First-Strand System for gRT-PCR (InvitrogenTM). Foram escolhidos
cinco genes a partir de trabalhos anteriores. Os iniciadores foram desenhados através do
programa Applied Biosystems Primer Express®. Os dados de expressdo do gene
constitutivo. As medidas dos produtos de amplificacéo foram realizadas pela incorporagéo
do marcador fluorescente SYBR Green na dupla fita de DNA.

Para avaliagdo da eficiéncia do iniciador foi utilizado o programa online Real-time PCR
Miner (ZHAO, 2005), que estima para cada gene os valores de eficiéncia das amplificacdes
e o ponto de corte CT (Cycle threshold) sem a necessidade de uma curva padrédo a partir de
um algoritmo de regressao néo linear.

Os valores de CT gerados pelo Miner foram utilizados no programa gBase, versdo v
1.3.5 (HELLEMANS, 2007) que emprega o modelo de quantificagdo relativa ACT para
transformar o valor de expressdo em valores relativos ndo-normalizados, corrigidos pela
eficiéncia da PCR através da formula Q =E*°" | onde E ¢ a eficiéncia do gene e ACT é a
amostra com menor valor de expressdo menos o valor de expressdo em questdo. Os
resultados foram submetidos ao programa geNorm que classifica os melhores genes
constitutivos, baseado em algoritmos diferentes que utilizam como informacéo a analise CT
(Cycle threshold) dos genes no tecido e nos diferentes grupos em trés replicatas biolégicas
e a eficiéncia do iniciador em cada amostra biolégica (ANDERSEN, 2004). Com esta analise



identificamos os genes que apresentam a menor variagdo quanto ao nimero de transcritos
em cada tecido.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As eficiéncias (E) obtidas dos iniciadores com os valores recomendados, indicando que
ao final de cada ciclo da qPCR, a quantidade de transcritos é duplicada, com variacéo de
aproximadamente 10%, n&o interferindo nos resultados obtidos.

Quando analisadas as respostas referentes a estabilidade dos genes de referéncia para
a parte aérea de cultivares de arroz Japonica e indica, o programa geNorm indicou que dois
genes obtiveram os valores mais estaveis, sendo eles, P2 (0Os01t0252200-01) e P11
(GAPDH) (Figura 1). Sendo que P2 (0.806) obteve o menor valor de estabilidade, embora
os demais genes também tenham apresentado valores menores que a média que é de
1.5M.

Estabilidade de expressédo média (M)
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Figura 1. Resultados referentes as analises de estabilidade de expressdo dos genes de referéncia na
parte aérea de arroz. Classificagdo da estabilidade de expressao dos genes de referéncia para tecidos de
parte aérea de arroz das subespécies indica e japonica pelo algoritmo geNorm. No eixo y: valor de
estabilidade M e no eixo x: genes testados ordenados do menos estavel para o mais estavel.Dados
gerados pelo algoritmo geNorm.

A importancia deste estudo se eleva a partir de que resultados duvidosos podem ser
encontrados quando genes alvo sdo normalizados contra genes de referéncia que nado
apresentam estabilidade e quando este ndo sdo validados (DERVEAUX, 2010). Os genes
P2 (0s01t0252200-01) e P11 (GAPDH) ganham maior destague como genes com
expressdo mais estavel devido ser recomendada a utilizagdo de dois ou mais genes
estaveis como controles internos para a normalizagao (ARTICO, 2010).

CONCLUSAO

Os genes P11 (GAPDH), e P2 (0s01t0252200-01) séo indicados como melhores genes
de referéncia pelo programa geNorm para estudos de expressado de genes submetidos ao
estresse por ferro em tecidos de parte aérea de plantulas de arroz pertencentes as
subespécies indica e japonica.
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