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1. INTRODUGCAO

Altas concentracdes de Na* e ClI" na solucdo do solo, podem resultar em
hiperosmose e condicbes hiperibnicas que impede a absor¢cdo de agua e
nutrientes pelas plantas (YANG; GUO, 2018). O arroz (Oryza sativa L.) &
considerado sensivel a salinidade principalmente nos estadios vegetativo e
reprodutivo. Diante desta preocupacdo se faz necessario entender se a pré-
exposicdo de plantas de arroz a uma condigdo desfavoravel durante o estadio
vegetativo pode mitigar ou ndo os efeitos de uma segunda exposicdo a esta
condicao desfavoravel. O que é conhecido e nomeado por BRUCE et al. (2007)
como Imprint ou memoéria de estresse, que pode ser definida como
modificacdes estruturais, genéticas e bioquimicas que ocorrem como
consequéncia da exposicdo anterior ao estresse e que tornam as plantas,
geralmente, mais resistentes para as futuras.

A compreensao e a eficacia das respostas das plantas a salinidade nos
ultimos anos tém-se baseado principalmente em analises genéticas e
bioguimicas. Os padrdes de expressao génica refletem a tendéncia da atividade
génica e fornecem uma visdo da funcdo do gene e das redes de regulacdo
génica em plantas sob estresse salino (RUDUS; KEPCZYNSKI, 2018). Um dos
meétodos mais utilizados para avaliar a expressao génica é a reacdo em cadeia
da polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR) pois é considerada uma
técnica confiavel, sensivel e precisa. Desta forma, para a maior confiabilidade
dos dados de RT-gPCR, é essencial que a expressao dos genes alvos seja
comparada com a expressao de um gene estavel (CAl et al., 2018).

Os genes constitutivos sdo necessarios para a manutencdo de funcdes
celulares basicas, como a divisdo celular, crescimento e desenvolvimento da
planta. Entre os mais estudados em andlises de RT-gPCR com plantas, estdo a
actina (ACT) (MAROUFI et al., 2010), tubulina (TUB) (WAN et al., 2010),
ubiquitina (UBQ) (CHEN et al., 2011) entre outros. A escolha de genes de
referéncia confiaveis como controles internos para normalizar a expressao
génica em gqRT-PCR é extremamente importante para evitar falhas e para
determinar a expressao precisa de genes alvos (HAN et al., 2017). O presente
estudo teve por objetivo avaliar a estabilidade da expressdo de dez genes sob
diferentes tratamentos e em diferentes tecidos de plantas de arroz, a fim de
identificar genes de referéncia adequados para a analise de RT-gPCR nessas
condicdes e para esta cultivar.

2. METODOLOGIA
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Plantulas de arroz, cv. BRS AG, apés 10 dias de germinacdo, foram
transferidas para casa de vegetacdo e transplantadas para vasos com
capacidade de oito litros, sendo utilizado como substrato areia previamente
lavado com &agua e acido cloridrico 1 %. A irrigagcdo ocorreu diariamente,
alternada com agua e solucdo nutritiva. As plantas permaneceram nessas
condicbes até atingirem o estdgio V5, onde foram submetidas ao estresse
salino, ou seja, receberam solucao nutritiva acrescida de 150mM de NaCl nos
vasos pertencentes aos tratamentos T3 e T4. Apds esse periodo as plantas
permaneceram com irrigacdo normal, alternando agua e solucao nutritiva, até
chegarem ao periodo reprodutivo R8. Durante o periodo reprodutivo as plantas
pertencentes aos tratamentos T2 e T3 receberam a solugdo com 150mM de
NaCl, durante sete dias, enquanto que os demais receberam apenas solucéo
nutritiva. Desta maneira, foram nomeados quatro tratamentos: T1: Controle; T2:
Aplicacdo de 150mM de NaCl + solucdo somente no estadio R8; T3: Aplicacdo
de 150mM de NaCl + solucdo em ambos os estadios V5 e R8; T4: Aplicacao de
150mM de NaCl + solu¢cdo somente no estadio V5. Ao final dos sete dias de
estresse na fase reprodutiva R8 (enchimento de graos), foram coletadas
amostras de folha, bainha, raquis e graos de cada tratamento.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com uma cultivar
(BRS AG) e quatro tratamentos (T1, T2, T3 e T4). As coletas foram realizadas
em triplicatas biologicas. A unidade experimental foi constituida de um vaso
contendo quatro plantas, sendo cada vaso uma repeticao bioldgica.

O RNA total de todos os tecidos (folha, bainha, raquis e grao) foi isolado
usando o tampdao de extracdo TRIzol Reagent (Thermo Scientific), de acordo
com as instrucdes do fabricante. A quantidade e pureza de RNA foram
mensuradas em NanoDrop (ND-1000), e a integridade e qualidade do RNA
foram verificadas em eletroforese com gel de agarose 1,5 %. A sintese de
cDNA fita simples foi feita a partir do RNA (1pg/pL), utilizando-se do kit
SuperScript FirstStrand System for RT-PCR (Invitrogen).

As reacbes de RT-gPCR foram realizadas em equipamento
Termociclador Bio-Rad CFX Real Time, utilizando o sistema de fluor6foro SYBR
Green (Roche®). O volume total das reacdes foi de 12 pL, sendo 6,25 pL do
fluoréforo, 0,25 uL (10 mM) de cada primer (senso e antisenso), 1 yL de cDNA
(diluicdo 1:5, previamente definida) e 4,25 uL de agua ultra pura.

Para validacdo da expressdo génica, um total de dez genes foram
selecionados com base em trabalhos j& publicados, utilizados como controle
interno nas analises de RT-gPCR. Os genes selecionados foram: actina 11
(ACT11), ubiquitina conjugada com enzima E2 (UBC-E2), Gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH), Beta Tubulina (8-Tubulina), Fator de iniciacao
eucariotica 4a (elF-4-a), Ubiquitina 10 (UBQ10), Ubiquitina 5 (UBQ5),
Aquaporina (TIP41), Ciclofilina e EeF-1a. O nivel de expressdo dos genes em
cada reacao foi determinado usando o limiar do ciclo Cq nos diferentes tecidos
da cultivar BRS AG. Para isso foi utilizado o software RefFinder, que faz uso
dos quatro algoritmos principais atualmente disponiveis para a selecdo de
genes de referéncia: geNorm, NormFinder, BestKeeper e 0 método comparativo
ACt.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Em folhas da cv. BRS AG, no estadio reprodutivo, RefFinder indicou

como genes mais estaveis, UBC-E2 e GAPDH (Figura l1a). Observou-se que
para o tecido bainha (Figura 1b), os genes UBQ5 e UBQ10 foram indicados
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como o0s dois mais estaveis. Por outro lado, os genes que apresentaram maior
estabilidade de expressado para o tecido raquis, da cv. BRS AG, foram TIP41-
like e UBQ10, pelo método RefFinder (Figura 1c). Em relacédo a estabilidade de
expressdo dos genes para os graos da cv. BRS AG, identificou-se os genes
TIP41-like e Ciclofiina como os melhores para esse tecido (Figura 1d).
Enquanto que o RefFinder indicou os genes ACT11, - tubulina e EeF-71a como
0S menos estaveis para a folha, bainha, rdquis e grao, respectivamente.
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Figura 1 - Estabilidade de expressdo de dez genes candidatos a referéncia em
folha (a), bainha (b), raquis (c) e grao (d) de arroz cv. BRS AG, em diferentes
momentos sob estresse salino (150mM de NaCl) ao longo do ciclo segundo o
RefFinder.

De acordo com estudos anteriores, sobre a selecdo de genes de
referéncia em plantas para RT-gPCR, o nivel de expressdo de um gene de
referéncia pode ndo ser constante entre varias espécies. Além disso, a variacao
pode ocorrer dentro da mesma espécie em resposta a varios tratamentos ou
diferentes tecidos vegetais. De modo que, 0s préprios genes envolvidos em
processos do metabolismo podem exibir variagdes significativas na expresséao
em determinadas situacdes (REID et al., 2006). Nesse estudo foi possivel
observar que a expressdo dos genes de referéncia altera em diferentes tecidos
na mesma espécie. Portanto, a escolha de genes de referéncia apropriados é
uma etapa crucial, tanto para evitar a ma interpretacao quanto para certificar-se
de que os resultados sao confiaveis (CAl et al., 2018).
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4. CONCLUSOES

Os resultados mostraram os genes (UBC2E + GAPDH) para as folhas,
(UBQ5 + UBQ10) bainha, (TIP41 + UBQ10) raquis e (TIP41 + Ciclofilina) para
0S grados como 0s mais apropriados nesta espécie estudada. Em contrapartida,
nesses tecidos 0s genes que apresentaram maior variacdo foram ACT11, G-
tubulina, EeF-1a.
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