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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é o cereal mais consumido no mundo, constituindo-
se a base da alimentacédo de 2/3 da populacdo do planeta. Entre os fatores que
podem prejudicar a produtividade da cultura estdo os estresses abiéticos como as
baixas temperaturas, especialmente em estagios iniciais de desenvolvimento. A
busca pela tolerancia € a principal solu¢do para prejuizos causados pelo frio em
arroz (SERAFIM, 2003).

As respostas bioldgicas sdo controladas pela regulacdo da expressao génica,
sendo que atualmente existe um grande numero de estratégias disponiveis para
analisar a expressao diferencial de genes de interesse. A técnica de PCR
quantitativo em Tempo Real (QRT-PCR) é considerada mais sensivel que inUmeras
outras que necessitam da protecdo do RNA contra RNases (BUSTIN, 2000), além
dessas, também necessitarem de quantidade maior de amostra inicial.

Nessa técnica a quantidade de produto amplificado € proporcional a
acumulacdo de fluorescéncia (HIGUCHI et al., 1993) e a eficiéncia dessa
amplificacdo deve ser comparada entre as amostras (FREEMAN et al., 1999). A
acuracia desse método € dependente da andlise da curva padrédo gerada a partir de
diluicdes do cDNA com sua concentracdo inicial conhecida e da qualidade do RNA
(PEIRSON et al., 2003). Além disso, a metodologia de gRT-PCR que utiliza SYBR
Green é de baixo custo, rapida e confiavel em comparacdo com sonda fluorescente
(STANKOVIC e CORFAS, 2003).

Os genes constitutivos que apresentam uma alta estabilidade na expressao
podem ser utilizados como controles, onde os primers utilizados para a amplificacao
dos genes a serem investigados devem apresentar uma eficiéncia similar aos
primers utilizados para a amplificacdo desses genes constitutivos (JAIN et al, 2006;
LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). Para tanto, a etapa de desenho dos primers merece
atencao para uma realizacdo de gRT-PCR eficiente.

O objetivo desse estudo, foi avaliar a eficiéncia na amplificagcdo de primers
relacionados aos caracteres de tolerancia ao frio nas fases iniciais do arroz, os quais
poderdo ser utilizados na técnica de qRT-PCR.

2 MATERIAL E METODOS

Para o desenho dos primers relacionados ao genes de resposta ao estresse
pelo frio no arroz (Tabela 1), foi realizado o alinhamento global utilizando-se as
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sequéncias de interesse, com auxilio do programa BLASTn —NCBI - National Center
for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e do programa Primer 3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), observando os seguintes parametros:

-temperatura de anelamento (60-65°C);

-tamanho do amplicon (50-150 pb);

-porcentagem de GC (40-60%));

-auséncia de dimerizacao.

Os reagentes utilizados para a realizacdo das amplificagbes foram: DNTPs
(5mM), buffer (10x), Cloreto de magnésio (50mM), SYBR Green (1X), Taq Platinum,
ROX, primer e o template (cDNA). Esse cDNA foi obtido a partir da extragdo de RNA
de mesocatilo de arroz irrigado apos 2 semanas da semeadura.

O seguinte programa de amplificagc&o foi utilizado: Estdgio 1= 50°C por 2 min;
Estagio 2= 95°C por 10 min; Estagio 3= 40 ciclos - 95°C por 15 seg / 60°C por 1 min
(onde ocorrera a leitura); Estadgio 4= estagio adicional na qual é efetuada a
dissociacdo do SYBR - 95°C por 15 seg. / 60°C por 1 min / 95°C por 15 seg. Os
dados foram processados no software 7500 v.2.0.1.

Para a obtencdo da curva de dissociacdo (Curva de Melt) foi utilizado o
Programa da Applied Biosystems juntamente com o termociclador 7500 Fast
(Quadro 1). A seguir se realizou da andlise do coeficiente de determinacédo e
averiguacdo do comportamento das amostras sob quatro pontos de dilui¢ao.

Tabela 1. Genes expressos em arroz (Oryza sativa) quando submetidos a estresses abi6ticos

Gene Acesso Estres§e Referéncias
envolvido
ASR1 e ASR1d AF 039573 aluminio Arenhart, 2008
OsDREB1 AY258283 frio Tian et al., 2005
OsDREB1A AF300970 frio Dubouzet et al., 2003
OsCDPK7 AB042550 Sal Saijo et al., 2000
Clone JRC 2606 BP432999 frio Rabbani et al., 2003
Clone JRC 0937 BP432974 frio Rabbani et al., 2003
GERMIN Os08g08970 ABA Cheng et al., 2007

Apbés o processo de amplificacdo do produto, o que € proporcional a
acumulacao de fluorescéncia, foi investigada a eficiéncia dos primers (WATSON et
al, 1993).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Fig. 1 estédo representadas as curvas de dissociacdo dos primers testados
no estudo. A Curva de Melt demonstrou que a maioria dos primers obteve apenas
um pico (Fig.1), o que indica a provavel presenca de apenas uma copia do
fragmento no genoma de arroz, o que se torna bom indicio. Foram utilizadas
diluicbes seriadas do cDNA (1, 1:5, 1:25 e 1:125), a ultima diluicdo utilizada (1:125)
ndo apresentou amplificacdes o que determina a utilizacdo de no méaximo a diluigcdo
de 1:25 dos cDNAs a serem posteriormente testados quanto a quantificacao
relativa. Aléem disso, os primers desenhados para OsCDPK7 e OsDREB1 tanto no
valor da eficiéncia dos primers (Tab. 2) quanto a dissociacdo desses apods a
amplificacdo (Fig.1 G e H) demonstram sua maior inespecificidade em produzir
apenas um amplicon em relacédo aos demais testados.
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Os valores de eficiéncia dos primers estdo apresentados na Tab. 2. Os
primers JRC 2606 e JRC 0937 se mostraram 0s mais eficientes, pois apresentaram
seus valores de eficiéncia mais proximos de 2. Valores para eficiéncia dos primers
devem ser o mais préximo possivel de 2, com tolerancia de 10% para o desvio, pois
isso significa que o amplicon duplica sua quantidade durante a fase geométrica
(exponencial) da PCR, ou seja, que a PCR foi 100% eficiente.

Figura 1. Curva de dissociacdo para os oito primers testados assim como o enddgeno estudado
(Beta-actina). A-ASR1, B-ARS1d, C-b-actina, D-GERMIN, E-JRC0937, F-JRC2606, G-OSCDPK?7, H-
OsDREB1, I-OsDREB1A.
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Tabela 2. Eficiéncia dos primers, calculada a partir do valor do Slope (inclinacdo da curva
padrdo gerada pelos dados: log da concentracdo das amostras x Ct (Threshold Cycle, ou seja, ciclo
em que a curva de amplificacdo intercepta o limite, podendo ser comparado aos demais) e coeficiente
de determinacg&o para o0s primers testados.

Gene Eficiéncia do primer R2

ASR1 4.602,6 0,901
OsDREB1A 10,1 0,312
Germin 1,0 0,971
ASR1d 1,0 0,136
OsCDPK7 417.531.893 0,005
OsDREB1 9,1 0,476
JRC 2606 2,5 0,916
JRC 0937 2,4 0,902
B-actina 4,1 0,778

Os primers que se destacaram, sdo os denominados JRC 2606 e JRC 0937
por apresentaram os melhores resultados para eficiéncia, além de aceitaveis valores



CIC m———

J UFPELOTAS 21° Congresso de Iniciacao Cientifica | 42 Mostra Cientifica | Universidade Federal de Pelotas
f——— 200 ——|

do coeficiente de determinacdo. Os primers Germin e ASR1 apresentaram bons
resultados de R2 e também destacaram-se (Tab. 2).

4 CONCLUSAO

Os primers testados para reacdes de gRT-PCR, apresentam diferentes niveis
de eficiéncia indicando a necessidade de testes com maior numero destes, antes da
validacdo para caracteres de tolerancia a estresses abioticos em arroz em estadios
iniciais de desenvolvimento sob estresse por frio.
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