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1. INTRODUCAO

Stevia rebaudiana (Bert.), conhecida como stevia, € uma erva perene,
pertencente a familia Asteraceae, que tem sido usada durante séculos para
adocar alimentos e bebidas na América do Sul, Japdo e China (GEUNS, 2003).
Os componentes primarios responsaveis pelas propriedades doces desta planta
sao os glicosideos de esteviol (GSs)(CHATURVEDULA; PRAKASH, 2011). Além
disso, a stévia tem recebido cada vez maior interesse entre os diferentes campos
de pesquisa principalmente por conferir diversas propriedades medicinais (YANG
et al., 2015).

Embora a biossintese dos GSs esteja bastante elucidada, a expressédo dos
genes envolvidos nessa rota permanece pouco compreendida, assim como 0s
processos fisioldgicos que desencadeiam a sua maior ou menor expressao em
stévia. Em razao da gama de possibilidades que esta planta oferece, estudos com
a mesma se faz necessario, pois ndo existem na literatura dados do seu perfil
transcricional quando submetidas a acao de agentes elicitores.

Para avaliar mudancas na expressdo de genes, o RT-gPCR é uma das
técnicas amplamente utilizadas, por causa de sua alta sensibilidade,
reprodutibilidade e especificidade (DERVEAUX; VANDESOMPELE;
HELLEMANS, 2010). A abordagem mais frequentemente utilizada para a
normalizacdo de dados de RT-gPCR, € a utilizacdo de um ou mais genes de
referéncia, que devem ser expressos a um nivel constante em varias condicoes.

Este trabalho teve por objetivo avaliar a estabilidade da expresséo de genes
de referéncia para serem usados em estudos de RT-gPCR em plantas de stevia
submetidas & acdo dos agentes elicitores Metiljasmonato, Acido salicilico e
Espermina. Para demonstrar a eficacia dos genes de referéncia selecionados, foi
analisada a expressdo de dois genes, Deoxyxylulose-5-phosphate synthase
(DXS) e Kaurenoic acid hydroxylase (KAH), ambos envolvidos na biossintese de
glicosideos de steviol.

2. METODOLOGIA

Apos 30 dias de cultivo in vitro, as plantas de S. rebaudiana foram retiradas
do meio de cultura e transferidas para bandejas plasticas. A irrigacéo das plantas
foi realizada a cada dois dias com agua e a cada trés dias com solug¢do nutritiva
de Hoagland (HOAGLAND; ARNON, 1938), meia forga, até que completassem 30
dias em sala de crescimento sob fotoperiodo de 16h e temperatura 25 °C +1.

Posteriormente, estas plantas foram transferidas para um sistema
hidropbnico de fluxo continuo com raizes flutuantes e cultivadas com solugéo
nutritiva de Hoagland, meia forca. O tratamento controle foi solu¢cdo de Hoagland,
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meia for¢a (T1) e os demais tratamentos a mesma solugédo com 100 uM de Meda
(T2); 100 uM de Espermina (T3) e 100 uM de Acido Salicilico (T4). Folhas destas
plantas foram coletadas em um periodo de quatro dias com intervalos de 24 horas
e denominadas, C1, C2, C3, C4.

O RNA total foi extraido a partir de 100 mg de folhas de acordo com o
protocolo do fabricante (Plant RNA Reagent Purilink®, EUA). E os cDNAs de
cadeia simples foram sintetizados por transcricdo reversa utilizando o kit oligo-
dTSuper Script First-Strand Synthesis System para RT-PCR (Invitrogen®-
18080093, EUA).

Sete genes candidatos a referéncia foram testados no presente estudo,
sendo ACT, UBQ e 18S ja utilizados em trabalhos com Stevia rebaudiana
(HAJIHASHEMI; GEUNS; EHSANPOUR, 2013), MAL e EeF-1la (MORAES et al.,
2015) tradicionalmente usados em outras espécies e novos candidatos como
CALM e AQP. As reacOes de qRT-PCR foram realizadas em Termociclador Bio-
Rad CFX Real Time, utilizando o kit FastStart Universal SYBR Green Master
(Rox) (Hoffmann—La Roche®).Para a estimativa da estabilidade dos candidatos a
gene de referéncia, a ferramenta RefFinder (http:// http://fulxie.Ofees.us/) foi
utilizada.

Para confirmar a confiabilidade dos potenciais genes de referéncia, o perfil
de expressdo de DXS (Deoxyxylulose-5-phosphate synthase) e KAH (Kaurenoic
acid hydroxylase), duas enzimas envolvidas na biossintese de glicosideos de
esteviol, foram quantificados e normalizados com os dois genes mais estaveis e
menos estaveis.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial
4x4, sendo trés agentes elicitores e o controle (sem elicitacdo) e quatro tempos de
exposicdo aos agentes elicitores. Para cada combinagdo foram realizadas trés
repeticbes biologicas, sendo que cada repeticdo foi composta por um pote
contendo cinco plantas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O software RefFinder utiliza o valor de Cq para atribuir valores para um gene
individual e calcula a média geométrica destes valores realizando um
ranqueamento final. Portanto, nés utilizamos o RefFinder para confirmar quais os
genes que apresentaram maior estabilidade nas condicbes experimentais
avaliadas. De acordo com a Figura 1A, o ranking de estabilidade foi
ACT>UBQ>AQP>EeF-1la>MAL>18S>CALM, quando todos os tratamentos foram
analisados em conjunto.

Considerando o nivel de estabilidade dos genes candidatos a referéncia
separadamente, quando utilizado o agente elicitor MeJa, o ranking geral de
acordo com RefFinder foi: ACT>UBQ>MAL>Eef-1a>AQP>18S>CALM. Os genes
com maior instabilidade se mantiveram quando utlizado o elicitor Espermina,
entretanto AQP apresentou maior estabilidade, seguido pela ACT. Para o elicitor
acido salicilico, os genes UBQ e ACT permaneceram como 0S mais estaveis,
entretanto além do gene CALM, MAL também demonstrou alta instabilidade.

Embora varios genes sejam costumeiramente utilizados e relatados como
bons normalizadores (LANDI; FELIZIANI;, ROMANAZZI, 2014) as condi¢gbes
experimentais avaliadas neste estudo interferiram no nivel de estabilidadedos
genes candidatos a referéncia, demonstrando a importancia destes estudos.
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Figura 1-Média geométrica de genes candidatos a referéncia em Stevia
rebaudiana calculado pelo metodo RefFinder. (A) analise dos trés elicitores em
conjunto, (B) Metiljasmonato, (C) Espermina (D) Acido Salicilico.

Para detectar o efeito de diferentes genes de referéncia na normalizacédo de
dados, avaliamos a expressao relativa dos genes DXS e KAH utilizando os
melhores (ACT e UBQ) e os piores (18S e CALM) genes de referéncia. Avaliando
a expressado do gene DXS para o tratamento com o elicitor MeJa foi observada
uma variacdo em todos os tempos de coleta, principalmente na C3, variando 6,5
vezes dependendo da combinagdo de normalizadores utilizados. Essa variacao
também fica evidente para os elicitores AS e SP, principalmente na C4. O
resultado para o gene KAH no tratamento com o elicitor MeJa foi semelhante ao
anterior, onde a maior diferenca ocorreu na C3. Entretanto, para os elicitores AS e
SP houve diferenga principalmente nas C1 e C4 (Figura 2).
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Flgura 2 Perfll transcnmonal dos genes DXS (A BeC) e KAH (D, E e F) em
plantas de Stevia rebaudiana submetidas & acdo de MetilJasmonato, Acido
Salicilico e Espermina, respectivamente, nos quatro tempos de coleta, utilizando a
combinacao dos dois genes de referéncia mais estaveis (ACT e UBQ) e dos dois
menos estaveis (18S e CALM).
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4. CONCLUSOES

O estudo demonstra que ACT e UBQ podem ser usados como genes
normalizadores em todos os tratamentos testados, e adicionalmente o gene AQP
quando utilizado o Acido Salicilico e Espermina. Por outro lado, os genes 18S e
CALM nao apresentam estabilidade de expressdo, ndo sendo indicados neste
estudo. A analise de expressdo de DXS e KAH confirma a importancia de validar
genes de referéncia para atingir resultados precisos em RT-gPCR. Este trabalho &
de grande relevancia para posteriores andlises de expressdo génica dos
compostos bioativos presentes em Stevia rebaudiana.
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