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1. INTRODUCAO

O arroz pertence a familia das gramineas (Poaceae) e as espécies
cultivadas pertencem ao género Oryza, o qual, provavelmente, teve origem ha
cerca de 130 milhGes de anos. O Brasil figura entre os dez paises onde mais se
produz arroz, sendo China e India os maiores produtores. Dentre os estados
brasileiros, o Rio Grande do Sul (RS) destaca-se pelo cultivo de arroz irrigado em
uma &rea de 1.120,1 mil hectares, com produtividade média de 7.500 kg ha’
(CONAB, 2015).

Todas as espécies de planta tém seu préprio requerimento de temperatura
ideal para o pleno crescimento e desenvolvimento, sendo o estresse por frio um
problema que atinge plantas de arroz em 25 paises, com impactos negativos na
produtividade (CRUZ et al., 2013).

O controle genético da tolerancia ao frio ainda nao estd totalmente
elucidado, porém, sabe-se que este € controlado por varios grupos de genes e
que, em diferentes estadios de desenvolvimento da planta a tolerancia é
controlada por diferentes génicos que atuam de forma independente ou
interagindo entre si nos periodos de germinacao, vegetativo e reprodutivo. Além
disso, trabalhos relatam que plantas de arroz expostas a baixas temperaturas
apresentam varias mudancas em seu transcriptoma e proteoma (RABBANI et al.,
2003).

Estudos de genbmica funcional em arroz tém utilizado diferentes
metodologias para identificar os genes expressos em diferentes condi¢cdes
ambientais. Dentre estas metodologias estdo os macro e microarranjos, SAGE
(serial analysis of gene expression), MPSS (massive parallel signature
sequencing), RT-qPCR (real time quantitative polymerase chain reaction), e, mais
recentemente, RNA-seq (RNA sequencing) (NOBUTA et al., 2007).

A técnica de RT-gPCR esta fundamentada no processo de transcricao
reversa seguida da reacao em cadeia da DNA-polimerase com a marcagédo de
moléculas fluorescentes ligadas de forma covalente aos nucleotideos dos
amplicons sintetizados. No entanto, para que esta técnica seja eficiente é
necessaria a normalizacdo de dados por meio de genes de referéncia,
indispensavel para a comparacao das andlises da expressao génica em amostras
de diferentes tecidos ou condigbes ambientais de cultivo (MORAES et al., 2015).
Como néao existe um gene de referéncia universal, este deve ser validado para o
tipo de amostra estudada.

Diante do exposto, o0 objetivo deste trabalho foi analisar a expressao de seis
genes constitutivos e selecionar genes de referéncia para estudos com plantas de
arroz em estresse por frio.
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2. METODOLOGIA

Sementes de arroz dos gendétipos BRS Bojuru e BRS Pampa foram
desinfestadas e germinadas em rolo de papel a uma temperatura de 28°C por trés
dias em BOD. Posteriormente, as plantulas foram transplantas para bandejas
contendo solo comercial, as quais foram mantidas em casa de vegetacdo com
temperatura de 28 + 2°C até as plantulas atingirem o estadio vegetativo de quatro
folhas. Ap6s este periodo as bandejas foram transferidas para camara de
crescimento com temperatura de 13°C durante cinco dias. O experimento foi
conduzido em DIC com trés repeticdes bioldgicas/tratamento, sendo cada
repeticdo composta por uma bandeja com 15 plantulas/genétipo. A irrigacao foi
realizada com solucdo nutritiva e a coleta do material para as andlises (folhas)
realizada da seguinte forma: 0 hora: C1 (coleta 1) = 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 100 mg de folhas de acordo com o
protocolo do reagente Plant RNA Reagent Purilink (Invitrogen™). A quantidade e
pureza foram mensuradas através de NanoDrop ND-1000, enquanto que a
qualidade e integridade foram verificadas em eletroforese com gel de agarose
1,5%. Os cDNAs fita simples foram sintetizados por transcricao reversa a partir de
2 ug de RNA total em um volume final de 20 pL utilizando o kit SuperScript First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen™). O volume total das reagdes
de RT-qPCR foi de 12 ul e realizadas em Termociclador Bio-Rad CFX Real Time.

Para verificar a estabilidade dos genes foram comparadas as alteragdes
nos niveis de expressao nas amostras com 24, 48, 72 e 96 horas de exposicao ao
estresse em relacdo as amostras controle. A formula utilizada para o célculo da
estabilidade foi semelhante a proposta por CHAO et al. (2012):

ACTamostraN = CTamostraN - CTcontroIe.

A partir dos valores de ACt foram calculados os valores de quantificacao
relativa (QR), através da modificacdo na féormula QR=2""2°} para QR=2""°7, os
quais foram submetidos a analise de variancia, sendo considerados significativos
valores de P < 0,05. Posteriormente, calculou-se o desvio padrdo (DP) e
coeficiente de variacao (CV%). Foram considerados estaveis aqueles genes cuja
analise de variancia nao detectou significancia para o fator tempo de exposicéao
ao frio e auséncia de interacdo, bem como, aqueles com menores valores de
desvio padrao e coeficiente de variagao. As andlises foram realizadas no Software
SAS v.9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC) e os genes testados estdo descritos na
Tabela 1.

Tabela 1. Descrigdo dos possiveis genes de referéncia para reacoes
de RT-gPCR em plantas de arroz sob estresse por frio

Gene Acesso Primer F (5’-3’) Primer R (5°-3’)

ACT11 AK100267 CAGCCACACTGTCCCCATCTA AGCAAGGTCGAGACGAAGGA
B-Tubulina AK072502 GCTGACCACACCTAGCTTTGG AGGGAACCTTAGGCAGCATGT
Eef-1a AK061464  TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA
UBC -E2 AK059694 CCGTTTGTAGAGCCATAATTGCA AGGTTGCCTGAGTCACAGTTAAGTG
elF-4-a AK073620 TTGTGCTGGATGAAGCTGATG GGAAGGAGCTGGAAGATATCATAGA

uBQio AK101547  TGGTCAGTAATCAGCCAGTTTGG  GCACCACAAATACTTGACGAACAG
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a analise de variancia, ndao foi observada interacado
significativa entre os fatores analisados para nenhum dos genes testados. Para os
genes ACT11, B-Tubulina e Eef-1a houve significancia para genoétipo, enquanto
que para os genes Eef-1a e elF-4a observou-se diferenca estatistica para o fator
tempo de exposicao ao frio, demonstrando que estes genes apresentam variacao
nos valores de Cr e QR ao longo do tempo de exposicdo ao estresse. As
Ubiquitinas sdo proteinas envolvidas em complexos de sinalizagdo, na estrutura
da cromatina, reparo de DNA e regulacao da endocitose (HERNANDEZ-GARCIA
et al., 2009). Dentre os genes analisados, UBQ10 e UBC-E2 foram os Unicos que
nao apresentaram variacao significancia para nenhum dos fatores (Tabela 2).

Tabela 2. Analise de variancia para seis possiveis genes de referéncia para
estudos de arroz sob estresse por frio. (*) Significativo ao nivel de 5% de
probabilidade de erro pelo teste de F.

Quadrado Médio

Fatores G.L. ACT11 B-Tubulina Eef-1a UBC -E2 elF-4-a uBQ10
Genétipo 1 0,657~ 0,393* 3,651* 0,233 0,493 8,00E-005
Tempos de frio (h) 4 0,026 0,093 6,475* 0,370 2,408* 0,012
Interagao 4 0,070 0,050 0,747 0,196 0,678 0,048
Residuo 20 0,151 0,078 0,743 0,158 0,630 0,066
Total 29 mmmem== | e

Os dados apresentados na Tabela 3 demonstram que, de acordo com 0s
valores referentes ao Desvio Padrao totais (DP) e Coeficiente de Variacao total
(CV%), B-Tubulina e UBQ10 apresentam os menores valores de DP total (0,27 e
0,23, respectivamente) e CV% total (24,49 e 22,756 respectivamente), indicando
maior estabilidade de expressao destes genes. Neste mesmo sentido, BRUNNER
et al. (2004), em estudo com plantas do género Populus, obtiveram bons
resultados utilizando genes de tubulina, porém, EXPOSITO-RODRIGUEZ et al.
(2008), identificaram os genes de tubulina como os mais instaveis em estudos
com Solanum lycopersicum. Avaliados em conjunto, estes resultados levam a
sugerir que os genes constitutivos podem ser regulados de forma diferenciada em
diferentes espécies de plantas ou mesmo gendtipos da mesma espécie. Por outro
lado, para Eef-1a e elF-4a foram observados os maiores valores de DP total e de
CV% total. Somado a estes resultados, foi possivel inferir que ha uma maior
variacdo de expressdo dos genes ACT11, UBC-2, elF-4-a e Eef-1a na cultivar
BRS Bojuru, tolerante ao estresse por baixa temperatura (Tabela 3; Figura 1).

Tabela 3. Desvio Padao (DP) e Coeficiénte de Variacdo (CV%) de seis possiveis
genes de referéncia, para as cultivares de arroz BRS Bojuru e BRS Pampa,
submetidas a cinco tempos de exposicao ao frio

ACT11 B-Tubulina Eef-1a UBC -E2 elF-4-a uBQ10

BRS Bojuru 0,39 0,20 1,37 0,46 1,16 0,21
DP BRS Pampa 0,31 0,34 1,11 0,42 0,66 0,26
Total 0,35 0,27 1,24 0,44 0,91 0,23

BRS Bojuru 33,26 15,94 48,71 35,24 62,72 20,08
CV% BRS Pampa 35,52 33,04 52,32 37,75 41,80 25,22

Total 34,39 24,49 50,51 36,50 52,26 22,65
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Figura 1. Quantificacao relativa média e Desvio Padrao (DP) de seis possiveis
genes de referréncia para as cultivares de arroz BRS Bojuru e BRS Pampa,
submetidas a cinco tempos de exposi¢ao ao frio.

4. CONCLUSOES
A analise de estabilidade de expressdao de seis genes constitutivos para
estudos de RT-QPCR, indica o gene UBQ10 como os mais indicados para
estudos com plantas de arroz expostas ao estresse por frio e os genes elF-4-a e
Eef-1a como 0s menos indicados.
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