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RESUMO 

 

EXPRESSÃO DIFERENCIAL DE GENES NORMALIZADORES E DA FAMÍLIA 

LTPS1, EM GENÓTIPOS DE ARROZ SOB ESTRESSE SALINO 

 

Na orizicultura, a salinização do solo e da água de irrigação, durante as fases de 

estabelecimento e reprodutiva está intimamente relacionada com a variação nos 

níveis de produção. Dentre os principais danos causados pelo estresse salino em 

nível celular, estão os distúrbios na membrana plasmática, sendo seus efeitos 

manifestados por alterações na permeabilidade, na composição lipídica, potencial 

elétrico e atividade de enzimas e proteínas ligadas a ela. As proteínas LTPs (“Lipid 

Transfer Proteins”) estão relacionadas com a transferência e ligação de ácidos 

graxos e fosfolipídios entre as membranas, além de estarem envolvidas na 

modificação da composição lipídica e biogênese destas.  Desta forma, o objetivo 

deste trabalho foi analisar a expressão de dez genes candidatos a normalizadores 

para estudos de expressão gênica e verificar a expressão diferencial de 11 genes 

LTPs em plântulas de arroz. Os genótipos BRS Bojuru (tolerante) e BRS Ligeirinho 

(sensível) foram expostos a 150 mM de NaCl nos tempos 0, 24, 48, 72 e 96 horas. O 

gene normalizador UBQ10 foi o mais estável para estas condições experimentais 

testadas, enquanto que os menos estáveis foram IF-4α, TIP41-LIKE e Cyclophilin, 

sendo, portanto, os menos indicados.  Dentre os genes LTPs avaliados, LTP10 

apresentou alto valor de expressão (70 vezes mais) nas 96 horas de estresse, 

quando comparado ao controle no genótipo sensível. Para BRS Bojuru esse mesmo 

gene manteve o padrão de expressão durante os tempos de exposição ao estresse. 



 

 

O gene LTP14 apresentou padrão de expressão semelhante entre os genótipos 

estudados. No início do estresse, o nível de expressão manteve-se praticamente 

inalterado, seguido de aumento e sucessiva diminuição a partir das 72 h de 

exposição ao sal. A partir da análise de correlação observou-se que LTP7 e 14 

apresentaram correlação positiva, enquanto que LTPs 10, 26 e 23 apresentaram 

correlação negativa entre os genótipos. As árvores filogenéticas mostraram uma 

tendência de agrupamento semelhante entre as sequências de nucleotídeos e 

aminoácidos analisadas. Com base nos resultados obtidos, conclui-se que o gene 

UBQ10 é o melhor normalizador para as condições experimentais testadas e os 

genes LTP10, 23 e 26 poderão ser utilizados como possíveis marcadores para a 

seleção assistida de plantas de arroz para o estresse salino por apresentarem 

resposta de expressão contrastante entre os genótipos. 

 

Palavras chave: Estresse abiótico, Oryza sativa L., UBQ10, proteínas de 

transferência lipídica 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ABSTRACT 
 

Differential expression of normalizing genes and the family LTPs1, in 

genotypes of rice under saline stress 

On the production of rice, the salinization of the soil and the water of irrigation, during 

the establishment phases its closely related to the variation in the levels of 

production. Among the main damages caused by saline stress at cellular level, are 

the disturbances in the plasmatic membrane, being its effects manifested by 

alterations on the permeability, lipid composition, electrical potential and activity of 

proteins linked to it. The proteins LTPs ("Lipid Transfer Proteins") are related to the 

transfer and connection of fatty acids and phospholipids between membranes, in 

addition to being involved in the modification of the lipid composition and their 

biogenesis. On this note, the objective of this work was to analyze the expression of 

ten candidate genes to normalizing for studies of genetic expression and verify the 

differential expression of eleven genes LTPs in rice seedlings. The genotypes BRS 

Bojuru (tolerant) and BRS Ligeirinho (sensitive) were exposed to 150mM of NaCl in 

times 0, 24, 48, 72 and 96 hours. The normalizing gene UBQ10 was the most stable 

for these experimental conditions tested, while the least stable were IF-4a, Tip41-

Like and Cyclophilin, being, therefore not in, the least indicated. Among the analyzed 

LTPs genes, LTP10 presented a high expression value (70 times more) in the 96 

hour of stress, when compared to the control in sensitive genotype. For the BRS 

Bojuru this same gene kept the expression standards while exposed in different 

times to the stress. The gene LTP14 showed similar patterns of expression between 

the genotypes studied. In the beginning of the stress, the level of expression 

practically unaltered, followed by increase and successive decrease after 72 hrs of 

salt exposure. After the correlation analysis, it was observed that LTP7 and 14 

showed a positive correlation, while LTPs 10,26 and 23 showed negative correlation 

among genotypes. The phylogenetic tree showed a grouping tendency similar to the 

nucleotides and amino acids sequences analyzed. Based on the results of this study, 

it was concluded that the gene UBQ10 is the best normalizing for the experimental 

conditions tested and the genes LTP10, 23 and 26 can be used as a marker for the 



 

 

assisted selection of rice plants for the saline stress for showing contrasting response 

of expression between genotypes.  

 

Key-words: Abiotic stress, Oryza sativa L., UBQ10, lipid transfer protein. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

O Brasil ocupa uma posição de destaque na produção mundial de arroz, 

sendo ele responsável por mais de 2% da produção mundial, destacando-se por ser 

o único país não asiático entre os maiores produtores. Segundo dados do CONAB 

2013, a produção nacional, em função de uma expectativa de melhoria generalizada 

nos níveis de produtividade deverá apresentar um incremento de 4,0%, atingindo 

12.062 milhões de toneladas na temporada 2012/13, contra 11.599 milhões de 

toneladas no exercício anterior.  

 Essa expectativa é respaldada pelo fato de que juntos, os estados de Santa 

Catarina e Rio Grande do Sul, irão contribuir com 75% da oferta nacional, sendo 

deste total 65,2% advindo das lavouras do Rio Grande do Sul. Esta garantia se 

estabelece em função da performance da produtividade que estes normalmente 

alcançam, com produto de excelente qualidade, cultivado em sistema totalmente 

irrigado (CONAB, 2013). Diante destes dados, pesquisas científicas, com este 

cereal, são justificadas tanto pelo impacto econômico quanto social da orizicultura. 

 A produtividade é o objetivo principal dos programas de melhoramento de 

plantas, entretanto, caracteres como qualidade industrial e tolerância/ resistência a 

estresses bióticos e abióticos são fundamentais para o ganho genético na espécie. 

As plantas, sob condições naturais, estão expostas a vários estresses ambientais 

que afetam seu metabolismo desencadeando mudanças bioquímicas, celulares e 

fisiológicas com a finalidade de evitá-los ou tolerá-los. Seca, salinidade, baixas e 

altas temperaturas, inundação, poluentes e radiação são alguns dos fatores de 

estresse mais importantes que limitam a produtividade das culturas. Dentre os 

fatores abióticos, a salinidade dos solos tem se constituído em um dos mais sérios 
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problemas para a agricultura irrigada em diversas partes do mundo. Segundo dados 

da Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO, 2008), 

aproximadamente 20% das terras cultivadas no mundo vêm enfrentando problemas 

de salinização, enquanto no Brasil, a área afetada pela salinidade corresponde a 2% 

da área total. No Estado do Rio Grande do Sul, maior produtor de arroz no Brasil, 

aproximadamente 25% dos solos apresentam teores de salinidade limitantes ao 

cultivo de arroz irrigado (CARMONA, 2011).  

 Na região Sul e nas Planícies Costeiras do Rio Grande do Sul, a fonte mais 

utilizada para irrigação é a Laguna dos Patos que, por ter ligação com o Oceano 

Atlântico, sofre a sua influência, principalmente em épocas de baixa precipitação 

pluvial e elevada demanda, tanto atmosférica quanto das próprias lavouras de arroz 

do seu entorno (CARMONA, 2011). 

 A tolerância do arroz à salinidade varia conforme o seu estádio de 

desenvolvimento, em especial o de plântula e reprodutivo. A salinidade pode causar 

danos irreversíveis, ocasionando diminuição do perfilhamento esterilidade das 

espiguetas e morte das plantas, enquanto que o maior nível de tolerância se dá 

durante a germinação, período em que o nível crítico de algumas variedades pode 

chegar a até 24 dS m-1 (DJARAGUIRAM et al., 2003; CARMONA, 2011). 

 Vários estudos, com diferentes genótipos e em diferentes ambientes e locais, 

demonstram uma relação linear entre o aumento nos níveis de salinidade e a 

diminuição do número de perfilhos, além do aumento do número de perfilhos não 

produtivos (CASTILHO et al., 2007; CARMONA, 2011; BENÍTEZ, 2012). Outras 

consequências do estresse por sal são: alteração na disponibilidade hídrica, 

desequilíbrio iônico, distúrbios na integridade das membranas, alterações nos níveis 
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de reguladores de crescimento, bem como alterações nas atividades metabólicas, 

incluindo a fotossíntese e o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio 

(ZHU, 2001; PANDA; KHAN, 2009). 

 O controle genético da tolerância à salinidade é quantitativo, envolvendo uma 

rede gênica de vários locos distribuídos em diferentes regiões do genoma do arroz, 

os quais, uma vez ativados, podem mitigar o efeito do estresse, levando a um 

ajustamento celular e tolerância da planta. Em estudos com arroz, muitos grupos de 

pesquisa têm utilizado estratégias que possibilitam identificar um grande número de 

genes expressos em resposta a diferentes condições de tratamento e/ou condições 

de estresse, os quais estão depositados em bancos de dados públicos (BENÍTEZ, 

2012). No entanto, os resultados obtidos por sequenciamento e/ou microarranjos 

são muito amplos, sendo necessário que, dentro destes experimentos, alguns genes 

sejam selecionados como candidatos, os quais devem ser validados em análises 

mais pontuais para quantificar sua expressão em resposta ao estresse. 

Uma das técnicas de biologia molecular amplamente utilizada para a 

validação dos dados de expressão gênica, pois apresenta sensibilidade e 

especificidade na análise de transcritos, é a técnica de qRT-PCR (real time 

quantitative RT-PCR). Esta tecnologia está fundamentada no processo de 

transcrição reversa (RT) seguida da Reação em Cadeia da DNA-polimerase com a 

marcação de moléculas fluorescentes covalentemente ligadas aos nucleotídeos dos 

amplicons sintetizados. Os produtos formados são monitorados a cada ciclo, o que 

permite uma detecção rápida e precisa do cDNA amplificado (GACHON et al., 2004). 

 Apesar disso, esta técnica necessita de uma uniformização para a correta 

interpretação dos dados obtidos. A padronização é feita através de um ou mais 
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genes que possuam expressão uniforme na maioria das células do organismo de 

estudo, bem como, durante os estádios de desenvolvimento e sob diferentes 

condições do ambiente. Estes genes constitutivos são chamados de normalizadores 

na técnica de qRT-PCR (BASTOLLA, 2007). 

Considerando que tanto a sequência do gene constitutivo como a sequência 

do gene de interesse (alvo) estarão presentes na amostra testada, o primeiro não 

deverá apresentar variação significativa de expressão, pois se trata de um gene de 

referência e o segundo poderá apresentar diferentes padrões de expressão dentro 

do experimento (ESPÓSITO-RODRÍGUEZ et al., 2008).  Geralmente são escolhidos 

como normalizadores genes que se encontram envolvidos em processos celulares 

básicos, como manutenção da estrutura celular e metabolismo primário 

(CZECHOWSKI et al., 2005; BASTOLLA, 2007). 

 Uma das descobertas na área da genômica estrutural de plantas são as 

proteínas LTPs (“Lipid Transfer Proteins”) que compõem uma família também 

descrita como “Alpha-Amylase Inhibitors” (AAI), “Lipid Transfer” (LT) e “Seed 

Storage” (SS), sendo pequenas proteínas de até 10 kDa e abundantes em plantas 

superiores. Elas são capazes de ligar-se a ácidos graxos e fazer a transferência de 

fosfolipídios entre membranas (VINCENT-ARONDEL et al., 2000). Inicialmente, as 

pesquisas haviam sugerido que as LTPs estavam relacionadas tanto com a 

transferência e ligação de ácidos graxos e fosfolipídios entre as membranas, como 

quanto na modificação da composição de membrana lipídica e biogênese de 

membrana (WU et al., 2004, KIRUBAKARAN et al., 2008). Maldonado et al. (2002) 

descobriram que uma verdadeira LTP apoplástica (DIR1) estava envolvida na 

produção ou transmissão de um sinal celular essencial e, portanto, propõem-se que 
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a proteína DIR1 interage com uma molécula de lipídeo promovendo sinalizações a 

longas distâncias. As LTPs também apresentam atividade antifúngica e 

desempenham papel vital em respostas de defesa da planta a ataques de patógenos 

(GOMES et al., 2003). Uma função importante que tem sido atribuída às LTPs inclui 

o envolvimento destas proteínas em diferentes estresses abióticos. Estudos 

anteriores demonstram que os genes da família LTP tem expressão tipicamente 

diferenciada em situações de estresse abiótico (JANG et al., 2002). Os resultados 

destes estudos revelaram que genes LTPs foram diferencialmente regulados por 

várias condições abióticas, tais como temperatura elevada (OSHINO et al., 2007), 

estresse por frio (HWANG et al., 2005), estresse salino (FLORENCE et al., 1997; 

LIU; LIN, 2003; WU et al., 2004; GONORAZKY et al., 2005; CHOI et al., 2008) e 

estresse por metais pesados (HOLLENBACH et al., 1997). Tratamentos com Ácido 

abscísico (ABA) também podem induzir a expressão diferenciada dos genes LTPs 

(YUBERO-SERRANO et al., 2003; FEDERICO et al., 2005). Estes resultados 

indicaram que as LTPs desempenham várias funções em uma vasta gama de 

estresses abióticos. No entanto, a maioria dos estudos tem investigado apenas um 

ou alguns poucos genes das famílias LTPs e, poucos dados estão disponíveis no 

que diz respeito à expressão gênica destes genes em diferentes tecidos de plantas.   

Diante da importância social e econômica da cultura do arroz a nível mundial 

e para o Brasil, e sabendo-se que, muitas vezes as safras da cultura são 

prejudicadas pelo excesso de sal existente no solo e na água de irrigação, assim 

como pela falta de genótipos tolerantes a esta condição ambiental, o objetivo deste 

trabalho foi analisar a expressão de dez genes constitutivos para identificar 

normalizadores com expressão estável em arroz submetido ao estresse salino e 
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comparar a expressão relativa de 11 genes da família LTPs1 a fim de buscar 

informações que possam ser utilizadas no auxílio a programas de melhoramento 

genético para a tolerância a salinidade.  
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 3 

Seleção de normalizadores para estudos de expressão gênica por qRT-PCR em 4 

plântulas de arroz sob estresse salino 5 

 6 

Resumo 7 

Para se obter resultados precisos e confiáveis da expressão de genes de interesse através 8 

da técnica de qRT-PCR, é necessária a normalização dos dados pela comparação  com  9 

genes constitutivos que apresentem níveis de expressão uniforme nas condições 10 

experimentais avaliadas. Neste trabalho foi avaliado a estabilidade de expressão de dez 11 

genes candidatos a normalizadores, incluindo: ACT11, β-TUB, Eef-1, UBC-E2, eIF-4α, 12 

UBQ10, UBQ5, GAPDH, TIP41-LIKE e Cyclophilin, em folhas de arroz (Oryza sativa 13 

L.) dos genótipos BRS Bojuru e BRS Ligeirinho submetidas a estresse salino na 14 

concentração de 150 mM, durante cinco dias. Após a análise dos níveis de expressão, 15 

baseada na análise de variância e programas geNorm, NormFinder, BestKeeper e 16 

Método Comparativo de CT, observou-se que o UBQ10 foi o mais estável em todos os 17 

tratamentos analisados. Por outro lado, os genes eIF-4α, TIP41-LIKE e Cyclophilin, 18 

apresentaram os maiores coeficientes de variação total, 269; 169 e 179, 19 

respectivamente, sendo, portanto os genes com expressão menos estável. Assim, diante 20 

do exposto, conclui-se que o gene UBQ10 é o melhor normalizador para ser usado em 21 

reações de qRT-PCR nas condições experimentais estudadas. 22 

Palavras chave: Oryza sativa L., Salinidade, Ubiquitina, PCR quantitativa em tempo 23 

real 24 

 25 

 26 
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Introdução 27 

Assim como toda cultura agrícola, a produção de arroz pode ser fortemente 28 

influenciada por um grande número de fatores ambientais. Dentre os fatores abióticos, a 29 

salinidade dos solos e da água de irrigação constitui um dos principais problemas para a 30 

agricultura irrigada em diversas partes do mundo. Segundo dados da Food and 31 

Agriculture Organization of the United Nations (FAO, 2008), aproximadamente 20% 32 

das terras cultivadas no mundo vêm enfrentando problemas de salinização, enquanto 33 

que no Estado do Rio Grande do Sul, maior produtor de arroz no Brasil, 34 

aproximadamente 25% dos solos apresentam teores de sal limitantes ao cultivo de arroz 35 

irrigado (Carmona, 2011). 36 

Fisiologicamente, o estresse salino inibe o crescimento e desenvolvimento das 37 

plantas, reduzindo o potencial osmótico da solução do solo, restringindo a 38 

disponibilidade da água e/ou acumulando íons em excesso nos tecidos vegetais, 39 

podendo ocasionar toxicidade iônica, desequilíbrio nutricional, ou ambos (Tester e 40 

Davenport, 2003). Outras consequências da salinidade podem ser: distúrbios na 41 

integridade das membranas, alterações nos níveis de reguladores de crescimento, nas 42 

atividades metabólicas, incluindo a fotossíntese, aumento da produção de espécies 43 

reativas de oxigênio, mudanças nas concentrações de carboidratos solúveis totais, fenóis 44 

totais, glicina betaína, prolina, clorofila e proteínas (Panda e Khan, 2009).  45 

Ao longo da evolução, as plantas desenvolveram sofisticados mecanismos que as 46 

permitem perceber as variações nas condições ambientais, ativando cascatas de tradução 47 

de sinais, que, por consequência, ativam genes de resposta ao estresse levando a 48 

mudanças fisiológicas e bioquímicas. Em arroz, existem muitos estudos utilizando 49 

estratégias que possibilitam identificar um grande número de genes expressos em 50 

resposta a diferentes condições de tratamento e/ou condições de estresse (Cotsaftis et 51 
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al., 2011; Walia et al., 2005), entretanto é necessário que, dentro de tais experimentos, 52 

alguns genes sejam selecionados como candidatos, os quais devem ser validados em 53 

análises mais pontuais para quantificar sua expressão em resposta ao estresse.   54 

Uma das técnicas de biologia molecular amplamente utilizada para a validação 55 

dos dados de expressão gênica é a técnica de qRT-PCR (quantitative RT-PCR), pois 56 

apresenta sensibilidade e reprodutibilidade na análise de transcritos. A técnica está 57 

fundamentada no processo de transcrição reversa (RT) seguida da Reação em Cadeia da 58 

DNA-polimerase com a marcação de moléculas fluorescentes covalentemente ligadas 59 

aos nucleotídeos dos amplicons sintetizados. Os produtos formados são monitorados a 60 

cada ciclo da reação, permitindo uma detecção rápida e precisa do cDNA amplificado 61 

(Gachon et al., 2004). 62 

 No entanto, esta técnica necessita de uma padronização para a correta 63 

interpretação dos dados obtidos. Tal padronização é feita pela análise dos genes de alvo 64 

simultaneamente com um ou mais genes constitutivos que possuam expressão uniforme 65 

na maioria das células do organismo de estudo, bem como, durante os estádios de 66 

desenvolvimento e sob diferentes condições do ambiente. Estes genes constitutivos são 67 

chamados de normalizadores na técnica de qRT-PCR (Bastolla, 2007).  68 

Considerando que tanto a sequência do gene constitutivo como a sequência do 69 

gene de interesse (alvo) estarão presentes na amostra testada, o primeiro não deverá 70 

apresentar variação significativa de expressão, pois se trata de um gene de referência e o 71 

segundo poderá apresentar diferentes padrões de expressão dentro do experimento 72 

(Expósito-Rodríguez et al., 2008).  Geralmente são escolhidos como normalizadores 73 

genes que se encontram envolvidos em processos celulares básicos, como manutenção 74 

da estrutura celular e metabolismo primário (Czechowski et al., 2005; Bastolla, 2007).  75 

Embora vários genes sejam costumeiramente utilizados e relatados como bons 76 
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normalizadores, em estudos com plantas, os codificadores do rRNA 18S (18S rRNA), 77 

Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), Fator de alongamento 1α (EF-1α), 78 

Actina (ACT) e α Tubulina (α-TUB) (Czechowski et al., 2005), têm demonstrado que 79 

podem apresentar expressão diferencial entre tecidos, genótipos e condições de 80 

ambiente testadas (Brunner et al., 2004; Czechowski et al., 2005; Gutierrez et al., 2008 81 

e Expósito-Rodríguez et al., 2008).  82 

Com o intuito de avaliar a estabilidade de expressão de genes normalizadores, 83 

vários algoritimos foram desenvolvidos nos últimos anos, dentre eles aqueles usados 84 

nos programas geNorm, NormFinder, BestKeeper e o método comparativo de CT (Silver 85 

et al., 2006). O algoritimo do programa geNorm indica dois genes normalizadores mais 86 

estáveis ou a combinação múltipla de vários genes estáveis calculando a estabilidade 87 

média de expressão (M) baseado na média aritmética do número de genes candidatos a 88 

normalizadores comparados par a par (Vandesompele et al., 2002). Esta ferramenta 89 

utiliza o princípio de que a razão da expressão de dois genes normalizadores perfeitos 90 

deve ser constante através dos diferentes tratamentos experimentais. 91 

 O algoritimo do programa NormFinder identifica o melhor gene normalizador 92 

entre um grupo de genes candidatos com base em sua estabilidade de expressão. Este 93 

algoritmo avalia a variação total de expressão dos genes candidatos através da soma da 94 

variância (Andersen et al., 2004). O algoritimo do programa BestKeeper determina os 95 

melhores genes normalizadores utilizando os valores do desvio padrão e coeficiente de 96 

variação. A partir destes dados, é calculada a variância intrínsica de expressão, a qual é 97 

utilizada para a análise de correlação pareada entre os genes, sendo considerado o 98 

melhor normalizador, o gene com menor variação intrínsica (Pfaffl et al., 2004).  O 99 

método comparativo do ΔCT  avalia o gene mais estável comparando a expressão 100 

relativa de pares de genes, dentro de cada tratamento, medindo a estabilidade de um 101 
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gene, pela média dos valores do desvio padrão derivados da comparação entre um gene 102 

normalizador e os outros genes candidatos (Silver et al., 2006) .   103 

 Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi analisar a expressão de dez 104 

genes constitutivos e identificar normalizadores com expressão estável para estudos de 105 

expressão gênica por qRT-PCR em plântulas de arroz sob estresse salino. 106 

 107 

Material e Métodos 108 

 109 

Material Vegetal e Condições Experimentais 110 

 Sementes de arroz (Oryza sativa L.) dos genótipos BRS Bojuru (tolerante ao sal) 111 

e BRS Ligeirinho (sensível ao sal) foram desinfestadas com hipoclorito 1%, colocadas 112 

para germinar sobre papel Germitest em caixas Gerbox, e mantidas em câmara de 113 

crescimento do tipo “Biological Organism Development” (BOD) com fotoperíodo de 114 

12h a 25±2°C, durante 10 dias. Após este período as plântulas foram transferidas para 115 

potes plásticos (500 mL) contendo como substrato areia previamente lavada com 116 

solução de ácido clorídrico 1%, e irrigadas, alternadamente a cada dois dias, com água e 117 

solução nutritiva de Hoagland e Arnon (1938), em casa de vegetação. 118 

 Ao atingirem o estádio de desenvolvimento V4, as plantas foram submetidas à 119 

irrigação alternada, com solução nutritiva e água contendo NaCl na concentração de 150 120 

mM (100 mL/pote). A concentração de NaCl utilizada foi escolhida com base em dados 121 

depositados na literatura para experimentos com estresse salino em arroz (Hong et al., 122 

2007). 123 

 A coleta das folhas para as análises foi realizada durante cinco dias com 124 

intervalos de 24 horas e denominadas, C1, C2, C3, C4 e C5, onde: C1= plantas não 125 

expostas ao estresse (controle); C2=24 horas de estresse; C3=48 horas de estresse; 126 
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C4=72 horas de estresse; C5=96 horas de estresse. O delineamento experimental foi 127 

inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 2 x 5 (2 genótipos x 5 tempos de exposição 128 

ao sal) e três repetições biológicas, sendo cada repetição composta por três potes 129 

contendo 5 plantas. 130 

 131 

Extração de RNA Total e Síntese de cDNA 132 

 O RNA total foi extraído a partir de 100mg de folhas, de acordo com o método 133 

descrito para o reagente Plant RNA Reagent Purilink®. A quantidade e pureza de RNA 134 

foram mensuradas em NanoDrop ND-1000, enquanto que a qualidade e integridade do 135 

RNA foram verificadas em eletroforese com gel de agarose 1,0%. Os cDNAs fita 136 

simples foram sintetizados por transcrição reversa a partir de 2 µg de RNA total 137 

utilizando primer oligoDT e Kit SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR 138 

(Invitrogen®-18080093). 139 

 140 

Escolha dos genes normalizadores  141 

Foram selecionados como possíveis normalizadores dez genes, citados na 142 

literatura em trabalhos com arroz, utilizados como controle interno nas análises de qRT-143 

PCR e que, supostamente, não apresentam variação significativa entre os tratamentos 144 

analisados. Os genes selecionados foram: ACT11, UBC-E2, Fator alongamento 145 

eucariótico 1-α, Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, β-Tubulina, Fator de iniciação 146 

eucariótica 4a, Ubiquitina10, Ubiquitina5, Aquaporina TIP41 e Ciclofilina (Tabela 1). 147 

 148 

Especificidade e Curva Padrão de Eficiência   149 

A especificidade e curva padrão de eficiência dos primers foram avaliadas a 150 

partir de um pool de 15 cDNAs (5 tempos x 3 repetições) para cada genótipo. 151 
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Inicialmente, foi verificada, através da curva de dissociação (melting curve) 152 

especificidade de cada conjunto de primer, sendo mantidos neste estudo somente 153 

aqueles primers com amplicons específicos, ou seja, com um único pico de dissociação 154 

das fitas dos produtos da PCR.  155 

A eficiência da PCR (E) foi obtida a partir de quatro diluições seriadas de cDNA 156 

(1:1; 1:5, 1:25 e 1:125) para gerar a curva padrão de cada par de primer testado. O valor 157 

de E foi estimado pela equação E = 10 (-1/slope) (Rasmussen, 2001), onde o slope 158 

corresponde à inclinação da reta obtida da regressão entre os valores de CT (Cycle 159 

Threshold) dos transcritos e os valores do logaritmo das diferentes diluições de cDNA 160 

(curva padrão de eficiência), sendo considerados aceitáveis valores de eficiência entre 161 

1,8 e 2,2, o que corresponde a uma eficiência da reação entre 90-110%. Todos os 162 

primers funcionaram a uma temperatura de anelamento de 60°C e as reações foram 163 

feitas em triplicata para cada diluição de cDNA. 164 

 165 

Estabilidade do Normalizador 166 

Para verificar a estabilidade dos normalizadores foram comparadas as alterações 167 

nos níveis de expressão nas amostras com 24, 48, 72 e 96 horas de exposição ao estresse 168 

em relação às amostras controle (sem estresse).  A fórmula utilizada para o cálculo da 169 

estabilidade foi semelhante à proposta por Chao et al. (2012), onde : 170 

ΔCTamostraN = CTamostraN - CTcontrole. Por exemplo: ΔCTamostra24 = CTamostra24 - CTcontrole. 171 

A partir dos valores de ΔCT obtidos foram calculados os valores de 172 

Quantificação Relativa (QR), através da seguinte modificação na fórmula original 173 

QR=2-(ΔΔCT) (Pfaffl et al., 2002) para QR=2-(ΔCT), os quais foram submetidos à análise 174 

de variância (proc glm) para testar possíveis variações para os fatores, tempos de 175 

exposição ao sal e genótipo, de maneira isolada, bem como a interação entre ambos, 176 
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sendo considerados significativos fatores do teste F com valores de P ≤ 0,05. 177 

Posteriormente, através da rotina proc univariate, foram obtidas informações adicionais 178 

referentes à média geral ( X ), desvio padrão (DP) e coeficiente de variação (CV%) nos 179 

diferentes genótipos e desvio padrão (DP) e coeficiente de variação (CV%) total de cada 180 

gene candidato a normalizador. As análises foram realizadas no SAS v.9.3 (SAS 181 

Institute Inc., Cary, NC).  182 

Foram considerados estáveis aqueles genes normalizadores cuja análise de 183 

variância não detectou diferença significativa para o fator tempo de exposição ao sal e 184 

ausência de interação, bem como, aqueles genes com menores valores de desvio padrão 185 

e coeficiente de variação. 186 

Paralelamente às análises estatísticas, a estabilidade dos normalizadores para 187 

ambos os genótipos, foi avaliada através da ferramenta RefFinder disponível no site 188 

http://www.leonxie.com/, a qual integra os algoritimos computacionais geNorm, 189 

NormFinder, BestKeeper e o método comparativo do ΔCT para comparar e classificar a 190 

estabilidade dos genes candidatos a normalizadores. Os valores de CT de cada gene 191 

foram utilizados por estes algoritimos para determinar a estabilidade de expressão 192 

relativa dos mesmos. Destes quatro algoritimos, geNorm e NormFinder usam os valores 193 

de expressão relativa calculados a partir dos valores de CT, enquanto que BestKeeper e 194 

o método comparativo do ΔCT usam diretamente os valores de CT inseridos no 195 

RefFinder (Chao et al., 2012). Além da análise separada em cada algoritmo utilizado, 196 

uma classificação geral do melhor normalizador para a condição experimental testada 197 

foi obtida através de uma combinação dos resultados dos quatro algoritimos. Os 198 

cálculos detalhados de cada um dos métodos encontram-se descritos em Chen et al. 199 

(2011). 200 

 201 

http://www.leonxie.com/
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Reações de qRT-PCR 202 

O volume total das reações de qRT-PCR foi de 12 µl, sendo 6,25 µl do 203 

fluoróforo SYBR Green (Applied Biosystems®), 0,25 µl (10 mM) de cada primer 204 

(forward e reverse), 1 µL de cDNA (diluição 1:25, previamente definida) e 4,25 µl de 205 

água ultra pura. As reações foram realizadas em Termociclador Bio-Rad CFX Real 206 

Time, utilizando-se os seguintes parâmetros de amplificação: 95°C por 10 minutos, 40 207 

ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto com inserção da curva de melting 208 

de 65 a 95°C, com incremento de 5°C a cada medida de fluorescência. Para cada 209 

repetição biológica foram feitas três repetições técnicas (triplicatas). 210 
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Tabela 1. Descrição dos genes candidatos a normalizadores para reações de qRT-PCR em plantas de arroz, sob estresse salino 

GENE DESCRIÇÃO ACESSO PRIMER F PRIMER R BIBLIOGRAFIA 

ACT11 Actina 11 AK100267 

 

5'-CAGCCACACTGTCCCCATCTA-3' 5'-AGCAAGGTCGAGACGAAGGA-3' Zhang  et al. (2009) 

β-Tubulina Beta-tubulina AK072502 

 

5'-GCTGACCACACCTAGCTTTGG-3' 5'-AGGGAACCTTAGGCAGCATGT-3'   Zhang  et al. (2009) 

Eef-1α Fator de alongamento 

de Eucarioto 1-α 

AK061464 

 

5'-TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT-3' 5'-GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA-3' Zhang  et al. (2009)  

UBC -E2 Ubiquitina-conjugada 

enzima E2 

AK059694 

 

5'-CCGTTTGTAGAGCCATAATTGCA-3' 5'-AGGTTGCCTGAGTCACAGTTAAGTG-3' Jain et al, (2006) 

eIF-4-a Fator de iniciação de 

eucarioto 4-α 

AK073620 

 

5'-TTGTGCTGGATGAAGCTGATG-3' 5'-GGAAGGAGCTGGAAGATATCATAGA-3' Jain et al. (2006) 

UBQ10 Ubiquitina 10 AK101547 

 

5'-TGGTCAGTAATCAGCCAGTTTGG-3' 5'-GCACCACAAATACTTGACGAACAG-3' Jain et al. (2006) 

UBQ5 Ubiquitina5 AK061988 

 

5'-ACCACTTCGACCGCCACTACT-3' 5'-ACGCCTAAGCCTGCTGGTT-3 Jain et al. (2006) 

GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase 

AK064960 

 

5'-AAGCCAGCATCCTATGATCAGATT-3' 5'-CGTAACCCAGAATACCCTTGAGTTT-3' Jain et al. (2006) 

TIP41 – 

Like 

Aquaporina AK103511 

 

5'-GTTTGGATGAACCCCGCAA-3' 5'-GGCAACAAGGTCAATCCGATC-3' Caldana et al. (2007) 

Cyclophilin Isomerase AK121304 5'CCACCATCACAGATCGGATCTT-3' 5'-GCGGTCAGAGCGAAAGTAGCTA-3' Caldana et al. (2007) 
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Resultados 211 

A especificidade da amplificação é determinada pela presença de um único pico 212 

presente na curva de dissociação (Melting). Nesta curva analisa-se, ao final da reação, a 213 

fluorescência das amostras em relação ao aumento contínuo da temperatura, sendo que cada 214 

amplicon possui uma temperatura de fusão específica, o que possibilita diferenciar os 215 

produtos resultantes da PCR. As curvas de dissociação apresentadas nas Figuras 1 e 2 216 

demonstram que, após 40 ciclos de amplificação, todos os primers utilizados neste estudo 217 

possuem um pico único bastante definido, confirmando especificidade do produto 218 

amplificado. 219 

A eficiência de amplificação dos primers foi calculada individualmente a partir do 220 

Logaritmo (Log) das diluições de cDNA, para cada uma dos genótipos.  As análises 221 

demonstraram eficiências próximas a 100%, variando entre 1,85 e 2,16, indicando que ao 222 

final de cada ciclo, o transcrito molde é duplicado, com variação de 10%, o que não interfere 223 

significativamente nos resultados obtidos (Figuras 1 e 2). 224 

 225 

 226 

 227 

 228 

 229 

 230 

 231 

 232 
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Figura  1. Especificidade e eficiência dos primers ACT11, β-Tubulina, Eef-1α, UBC -E2 e eIF-4-a, testados 239 

para os genótipos, BRS Bojuru (tolerante) e BRS Ligeirinho (sensível). 240 
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 246 

Figura 2. Especificidade e eficiência dos primers UBQ10, UBQ5, GAPDH, TIP41-Like e Cyclophilin, testados 247 

para os genótipos, BRS Bojuru (tolerante) e BRS Ligeirinho (sensível). 248 
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 249 

De acordo com a análise de variância, houve interação significativa, bem como, efeito 250 

isolado dos fatores (tempos de exposição ao sal e genótipos) para os genes Eef-1α, eIF-4α, 251 

GAPDH, TIP41 – Like e Cyclophilin, demonstrando que estes genes apresentam variação nos 252 

valores de QR de acordo com o tempo de exposição ao estresse e genótipo estudado. Para o 253 

gene UBC -E2 foi observado efeito significativo apenas para o fator qualitativo (genótipo), 254 

enquanto que para os genes ACT11, β-Tubulina,, UBQ10 e UBQ5 não foi observada 255 

significância para nenhum dos fatores.  256 

A partir dos dados apresentados na Tabela 2, referentes aos valores de Desvio Padrão 257 

(DP) e Coeficiente de Variação (CV%), observou-se que, dentre os genes testados, UBQ10 é 258 

o que apresenta os menores valores de DP total (0,18) e CV% total (18,52), seguido pela 259 

UBQ5 e ACT11, indicando maior estabilidade de expressão destes genes. Por outro lado, para 260 

TIP41-Like, Eif-4α e Cyclophilin foram observados valores de DP entre 9,10 e 10,10 e de 261 

CV% entre 169,22 e 269,00. Somado a isso, foi possível inferir que há uma maior variação na 262 

estabilidade da expressão dos genes no genótipo BRS Ligeirinho, sensível ao estresse salino, 263 

com exceção do gene Eef-1α, para o qual os valores de desvio padrão foram maiores no 264 

genótipo BRS Bojuru (Figura 3). 265 

 266 

 267 

 268 

 269 

 270 

 271 

 272 

 273 
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Tabela 2.  Média geral ( ), Desvio Padão (DP) e Coeficiênte de Variação (CV%) de dez genes candidatos a normalizadores, para os genótipos, BRS Bojuru e BRS 274 

Ligeirinho, submetidos a cinco tempos de exposição a 150 mM de NaCl 275 

  ACT11 β-TUB Eef-1α UBC -E2 eIF-4α UBQ10 UBQ5   GAPDH TIP41-    C yclophilin 

 BRS Bojuru 1,08 1,11 1,32 0,81 0,76 0,97 0,91 0,46 0,77 1,04 

X  BRS Ligeirinho 1,23 1,03 0,66 1,58 7,28 0,90 1,078 1,71 11,17 9,11 

  geral 1,15 1,07 0,99 0,90 4,02 0,94 0,998 1,09 5,97 5,07 

 BRS Bojuru 0,38 0,46 1,67 0,17 0,33 0,15 0,17 0,35 0,29 0,29 

DP BRS Ligeirinho 0,31 0,30 0,33 0,91 14,82 0,19 0,23 1,57 12,39 11,68 

 DP total 0,35 0,39 1,23 0,75 10,00 0,18 0,22 1,29 10,10 9,10 

 BRS Bojuru 35,19 41,89 126,0 21,75 43,38 15,35 18,78 76,75 31,37 23,71 

CV% BRS Ligeirinho 25,62 29,83 49,60 57,55 203,0 21,35 21,87 91,91 110,92 128,22 

 CV total 30,41 36,44 123,9 63,04 269,0 18,52 21,91 118,22 169,22 179,22 

  276 
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Figura 3. Quantificação relativa (QR) e Desvio Padrão (DP) de dez genes candidatos a normalizadores, para os 

genótipos, BRS Bojuru e BRS Ligeirinho, submetidos a cinco tempos de exposição a 150 mM de NaCl.  

 

 Para avaliar a estabilidade de expressão dos genes candidatos a normalizadores, além 

da análise de variância também foi calculada e comparada a estabilidade média de expressão 

(M) utilizando os algorítmos dos programas NormFinder, geNorm, BestKeeper e o método 

comparativo de CT.  

O programa geNorm, utiliza o princípio de que a razão da expressão de dois genes de 

referência deve ser constante através de diferentes condições experimentais e/ou 

órgãos/tecido. O valor de M é definido como a variação média de um certo gene em relação a 

todos os outros testados. Com base nos valores de M calculados para os dez genes, mostrados 

na Figura 4, observou-se que ACT11/UBQ10 (M=0,504) são os genes mais estáveis, seguidos 

de β-Tubulin (M=0,598) e  GAPDH (M=1,177), eIF-4a (M=1,315) e Cyclophilin (M=1,495), 

como os mais variáveis. 
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Figura 4.  Estabilidade média de expressão (M) de acordo com o algoritimo geNorm de dez genes candidatos a 

normalizadores para os genótipos de arroz, BRS Bojuru e BRS Ligeirinho, submetidos a cinco tempos de 

exposição a 150 mM de NaCl. 

 

De acordo com o algoritimo do programa NormFinder (Figura 5) o gene candidato que 

possui menor valor de M é UBQ10, com M=0,327, seguido de M=0,580 e 0,613 para UBC-E2 

e ACT11, respectivamente. Os maiores valores de M ficaram com Cyclophilin (M=2,021) 

seguido eIF-4a (M=1,583) e TIP41-Like (M=1,344). Estes dados são semelhantes aos 

encontrados na análise de variância e geNorm, o que se justifica pelo fato de que todas estas 

análises levaram em consideração os valores de expressão relativa calculados a partir dos 

valores de CT. 

A determinação de um gene normalizador adequado para estudo de expressão gênica é 

o primeiro passo que permite a análise do padrão de expressão relativa de genes alvo de 

interesse em um dado experimento, conferindo um caráter mais confiável aos resultados 

obtidos. 
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Figura 5.  Estabilidade média de expressão (M) de acordo com o algoritimo NormFinder de dez genes 

candidatos a normalizadores para os genótipos de arroz, BRS Bojuru e BRS Ligeirinho, submetidos a cinco 

tempos de exposição a 150 mM de NaCl. 

 

O método comparativo de CT (Figura 6), apresentou uma ordem de estabilidade de 

expressão igual ao algoritimo NormFinder, para os três primeiros e três últimos genes 

candidatos a normalizadores, porém o mesmo apresentou valores de M diferentes para cada 

gene, variando de M=1,13 (UBQ10) a 2,21 (Cyclophilin).  

O algoritimo do programa BestKeeper demonstrou um padrão de estabilidade de 

expressão semelhante aos demais algoritimos, apontando ACT11 e UBQ10 como os genes 

mais estáveis e Cyclophilin seguido de eIF-4α como os menos estáveis. No entanto, a ordem 

de estabilidade dos demais genes apresentou-se alterada. O gene UBQ5, indicado como o 

quarto gene mais estável nas análises do geNorm e NormFinder e quinto no método 

comparativo de CT, na análise de BestKeeper ocupou a sétima posição (Figura 7).  
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Figura 6. Estabilidade média de expressão (M) de acordo com o Método Comparativo de CT de dez genes 

candidatos a normalizadores para os genótipos de arroz, BRS Bojuru e BRS Ligeirinho, submetidos a cinco 

tempos de exposição a 150 mM de NaCl. 
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Figura 7.  Estabilidade média de expressão (M) de acordo com o algoritimo BestKeeper de dez genes candidatos 

a normalizadores para os genótipos de arroz, BRS Bojuru e BRS Ligeirinho, submetidos a cinco tempos de 

exposição a 150 mM de NaCl. 

 

 Além da análise separada em cada algoritmo utilizado, uma classificação geral do 



40 

 

 

 

melhor normalizador para a condição experimental testada foi obtida através de uma 

combinação dos resultados dos quatro algoritimos (Figura 8). Esta classificação geral 

corrobora as classificações obtidas nas demais análises, sendo os genes ACT11 e UBQ10 os 

mais estáveis e eIF-4a  e Cyclophilin os menos estáveis para a análise da expressão relativa de 

genes em folhas de arroz submetidas ao estresse salino.  
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Figura 8. Estabilidade média de expressão (M) de acordo com a combinação dos algoritimos geNorm, 

NormFinder, Método Comparativo de CT e BestKeeper, de dez genes candidatos a normalizadores, para os 

genótipos de arroz, BRS Bojuru e BRS Ligeirinho, submetidos a cinco tempos de exposição a 150 mM de NaCl. 

 

 Discussão 

No âmbito da análise da expressão gênica, a técnica de qRT-PCR tem se tornado um 

dos principais métodos para pesquisas no perfil de expressão gênica (Gachon et al., 2004).  

No entanto, para uma correta interpretação dos dados analisados, uma normalização eficiente 

torna-se condição para a confiabilidade dos resultados, especialmente na verificação da 

relevância biológica de pequenas diferenças ou no estudo de amostras de diferentes tecidos ou 

órgãos (Expósito-Rodriguez et al., 2008; Guénin et al., 2009; Gutierrez et al., 2008; Almeida, 

2009).   
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Muitos genes são costumeiramente conhecidos como constitutivos e 

consequentemente muito utilizados como normalizadores em análises de qRT-PCR. Contudo, 

mesmo genes envolvidos em processos básicos do metabolismo celular podem apresentar 

variações significativas de expressão, não sendo assim adequados para a utilização como 

controle interno de determinadas situações (Czechowski et al., 2005; Bastola et al., 2007; 

Guénin et al., 2008; Gutierrez et al., 2008; Almeida, 2009). O gene normalizador ideal deve 

ter expressão semelhante, independentemente das condições experimentais, incluindo 

diferentes tipos de tecidos, estádios de desenvolvimento, e/ou tratamentos experimentais. 

Diante das preocupações quanto à escolha de genes normalizadores estáveis, este trabalho 

analisou o padrão de expressão de dez genes candidatos a normalizadores em folhas de 

plantas de arroz ao longo de cinco tempos de exposição ao sal na concentração de 150 mM.  

A actina é a proteína intracelular mais abundante nas células eucarióticas e estas estão 

em maior concentração no córtex celular. Genes que codificam actina são habitualmente 

utilizados como normalizadores em muitos estudos de expressão (Jain et al., 2006; Caldana et 

al., 2007). No presente estudo, o gene ACT11 apresentou um padrão de expressão 

relativamente estável, sendo, juntamente com UBQ10, considerado um dos mais indicados 

para as condições experimentais testadas. Estes dados estão de acordo com os encontrados por 

Caldana et al. (2007), os quais ao analisarem o perfil de expressão de fatores de transcrição de 

arroz, identificaram o gene ACT1(AK071586) como um dos mais estáveis para experimentos 

com estresse salino. Por outro lado, Nicot et al. (2005), observaram variações significativas 

para o mesmo gene em Solanum tuberosum ssp. tuberosum L. 

A tubulina é uma proteína heterodimérica composta por duas subunidades altamente 

conservadas, α e β (Whittaker et al., 1999), sendo o principal componente estrutural dos 

microtúbulos de células eucarióticas. Estes microtúbulos desempenham papel crucial em 

vários processos básicos como divisão celular, transporte intracelular, movimento celular, 
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morfogênese e manutenção do formato da célula (Ludwig et al., 1987; Whittaker et al., 1999). 

Embora esteja envolvida em processos celulares essenciais, a tubulina pode não apresentar 

um padrão constitutivo em todas as espécies. 

De acordo com os resultados obtidos, o gene β-Tubulin apresentou-se entre os cinco 

mais estáveis, com valores de DP total= 0,39 e CV% total=36,44. Neste mesmo sentido, 

Brunner et al. (2004), em estudo com plantas do gênero Populus, obteve bons resultados 

utilizando genes de tubulina como normalizadores. Por outro lado, Expósito-Rodriguez et al. 

(2008), identificaram os genes de tubulina como os mais instáveis em estudos com diferentes 

órgãos e estádios de desenvolvimento em 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. Assim, um gene normalizador, com uma 

expressão estável em um organismo, pode não ser adequado para a normalização da expressão 

de genes em outro organismo, sob um dado conjunto de condições, sendo necessária sua 

validação antes de ser utilizado (Jain et al., 2006).    

As ubiquitinas são proteínas altamente conservadas nos eucariotos e estão envolvidas 

em complexos de sinalização de outras proteínas (Sun et al., 1997), além de participarem na 

estrutura e transcrição da cromatina, na reparação de DNA, regulação da endocitose e tráfego 

de proteínas  (Hernandez-Garcia et al., 2009). Dentre os genes analisados neste trabalho com 

estresse salino, os codificadores de ubiquitina (UBQ10 e UBC-E2) apresentaram-se entre os 

três mais estáveis nas análises utilizando os algoritmos geNorm, NormFinder, BestKeeper e 

Método Comparativo de CT. De acordo com Gutierrez et al. (2008), os valores de estabilidade 

média de expressão (M), obtidos nestes algoritimos, para serem considerados estáveis 

precisam de M<0,5. Esta afirmação indica o gene UBQ10 como o mais indicado a ser 

utilizado como normalizador para análises de qRT-PCR, em folhas de plantas de arroz 

submetidas a 150 mm de NaCl, uma vez que os valores de M para este gene foram de 0,504; 
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0,327 e 0,373 nos cálculos com os algoritimos geNorm, NormFinder e BestKeeper, 

respectivamente. Além disso, este gene apresentou os menores valore de DP e CV% para 

ambos os genótipos de arroz, BRS Bojuru e BRS Ligeirinho. Além disso, corroborando os 

dados obtidos, Tong et al. (2009), ao investigarem a expressão de 11 genes de referência, em 

diferentes amostras de Prunus persica, verificaram que os genes que codificam o fator de 

alongamento de tradução 2 (TEF2) e ubiquitina 10 (UBQ10) apresentam expressão estável e 

podem ser utilizados como normalizadores nesta espécie. 

A gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) é uma enzima chave na glicólise, 

convertendo gliceraldeído-3-fosfato a 1,3-bisfosfoglicerato com a concomitante redução de 

NAD+ a NADH2. Em plantas, a glicólise ocorre tanto no citossol como nos plastídeos e é um 

processo fundamental na geração de ATP (Muñoz-Bertomeu et al., 2009). Os valores de DP e 

CV% obtidos neste trabalho para o gene GAPDH estudado foram iguais a 1,29 e 118,22, 

respectivamente, valores relativamente altos e que indicam a instabilidade deste gene para 

estas condições experimentais específicas em arroz.  

Assim como o gene GAPDH, o gene Eef1-α apresentou padrão de expressão variado, 

com valores de DP e CV% de 1,23 e 123,90, respectivamente, além de valores de M=0,947; 

1,095 e 0,760 nos algoritimos geNorm, NormFinder e BestKeeper, diferentemente dos 

resultados obtitos por por Jain et al. (2006), os quais indicaram o gene Eef-1α como um dos 

mais estáveis em amostras de tecidos de arroz em diferentes condições experimentais. 

As ciclofilinas são proteínas ligadas à função de modulação da permeabilidade das 

membranas das mitocôndrias. As aquaporinas tipo Tip41 são importantes proteínas de 

transporte ligadas a manutenção do metabolismo celular. Os fatores de iniciação de eucariotos 

do tipo 4α são proteínas continuamente produzidas nas células e extremamente conservadas 

no genoma eucarioto. Estas três famílias de proteínas correspondem aos genes Cyclophilin, 

TIP41-Like e eIF-4α, também testados neste trabalho.   
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Para estes genes, foram observados os maiores valores de DP, CV% e estabilidade 

média de expressão (M), os quais não são indicados como normalizadores para as condições 

experimentais testadas. De maneira extremamente oposta, Caldana et al. (2007) obtiveram 

padrões de expressão estáveis para esses três genes, os quais foram recomendados por estes 

autores como bons normalizadores para plantas de arroz submetidas a 100 mM de NaCl. 

A contradição destes e outros resultados, corroboram a importância de uma escolha 

correta do gene constitutivo para análises de expressão de transcritos por qRT-PCR. 

Interpretações errôneas e inconsistentes podem ser levadas adiante se uma validação prévia de 

genes de referência não for realizada para as condições experimentais do estudo. 

 

Conclusões  

 A análise da estabilidade de expressão de dez genes candidatos a normalizadores para 

estudos de qRT-PCR, sugere o gene constitutivo UBQ10 o mais adequado para estudos em 

folhas de arroz dos genótipos, BRS Bojuru (tolerante) e BRS Ligeirinho (sensível), 

submetidos ao estresse salino, uma vez que este apresentou um padrão de expressão contínuo 

e consistente. Por outro lado, os genes eIF-4α, Cyclophilin e TIP41-Like são os menos 

indicados para as condições experimentais testadas. O presente trabalho também reforça a 

importância da avaliação e validação prévia de genes normalizadores nas condições 

experimentais de cada estudo em particular.  
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EXPRESSÃO DE GENES LTPS1 EM RESPOSTA AO ESTRESSE SALINO EM 

PLÂNTULAS DE ARROZ  

 

Resumo 

O estresse salino é um dos principais fatores que limita o aumento da produtividade de arroz 

(Oryza sativa L.) na região Sul, já que as lavouras de arroz desta região podem ser afetadas 

pela salinidade, devido tanto à gênese dos solos, quanto à deposição de sais pela água da 

irrigação, especialmente da Laguna dos Patos. As proteínas LTPs (“Lipid Transfer Proteins”) 

são pequenas proteínas de até 10 kDa com múltiplas funções fisiológicas incluindo o 

envolvimento com estresse salino, na transferência de lipídios e nas alterações da composição 

lipídica da membrana. Assim, o objetivo deste trabalho foi quantificar a expressão relativa de 

11 isoformas gênicas (LTP7, LTP8, LTP10, LTP12, LTP13, LTP14, LTP17, LTP18, LTP23, 

LTP25, LTP26) que codificam proteínas do tipo LTP1, com a finalidade de identificar 

marcadores moleculares para serem utilizados na seleção assistida de genótipos tolerantes ou 

sensíveis ao estresse salino. Sementes das cultivares BRS Bojuru (tolerante) e BRS Ligeirinho 

(sensível) foram cultivadas em casa de vegetação. Quando as plantas atingiram o estádio V4, a 

irrigação passou a ser realizada, alternadamente, com solução nutritiva e água contendo 150 

mM de NaCl.  A coleta das folhas para as análises foi realizada durante cinco dias, com 

intervalos de 24 horas. Para as análises de qRT-PCR foram utilizados o sistema de detecção 

SYBR Green Master Mix e primers para os genes alvo e normalizador interno da reação 

(UBQ10-AK101547). Todas as reações foram realizadas com três repetições técnicas e 
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biológicas e o cálculo de quantificação relativa (QR) foi feito utilizando o método 2-∆∆CT. A 

partir dos resultados obtidos verificou-se que, o gene LTP7 apresentou aumento nos níveis de 

mRNA em ambos os genótipos, porém em BRS Bojuru esse aumento foi de 13,81 vezes nas 

96 horas de estresse em relação ao controle (0 mM de NaCl). Para LTP8, não houve diferença 

nos níveis de expressão na cultivar tolerante, enquanto que para BRS Ligeirinho a maior 

média de QR (3,39), foi observada após 96 horas de estresse. O gene LTP10 apresentou 

amento de expressão com 48 horas (3,67) caindo nos demais tempos para BRS Bojuru, 

enquanto que para BRS Ligeirinho o aumento foi constante chegando a 71,10 vezes no tempo 

de 96 horas. Os genes LTP26, LTP23 e LTP18 apresentaram aumento de expressão tanto no 

genótipo sensível quanto no tolerante, porém com níveis de expressão e tempos de resposta 

diferenciados entre os genótipos. Assim, conclui-se que, LTP7 e LTP10 são os genes mais 

responsivos à salinidade, podendo, o primeiro ser utilizado como marcador para seleção de 

genótipos tolerantes, e o segundo para a identificação de genótipos sensíveis à salinidade. Os 

genes LTP10, 23 e 26 podem ser utilizados como marcadores para a seleção assistida de 

plantas de arroz para o estresse salino por apresentarem resposta de expressão contrastante 

entre os genótipos e se correlacionarem de maneira negativa.  

 

Palavras-chave: Estresse Abiótico, Oryza sativa L., UBQ10 
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Introdução 

Considerado um dos cereais mais importantes do mundo, o arroz (Oryza sativa L.) é 

cultivado e consumido em todos os continentes, ocupando posição de destaque do ponto de 

vista social e econômico. O principal produtor mundial de arroz é a China, com uma produção 

média de 197,2 milhões de toneladas. O Brasil aparece em 9° lugar, produzindo 11,3 milhões 

de toneladas ao ano (FAO 2012).    

 Apesar dos bons níveis de produtividade citados, observa-se uma variação acentuada 

ao longo dos anos, causada, fundamentalmente, pelas condições climáticas. O estresse salino 

é um dos principais fatores abióticos que causam perdas acentuadas na produtividade das 

culturas e no território de terra arável, contribuindo, portanto, para a desertificação nas zonas 

áridas e semi-áridas (Pons et al. 2011). Na cultura do arroz, a salinização do solo e da água de 

irrigação, durante as fases de estabelecimento e, principalmente, na fase reprodutiva, é um dos 

elementos climáticos que está intimamente relacionado com a variabilidade nos níveis de 

produtividade. 

Dentre os principais danos causados pelo estresse salino inclui-se: redução do 

potencial osmótico do solo, restringindo assim a disponibilidade da água e a absorção de 

nutrientes; toxicidade metabólica, inibição da fotossíntese, redução da assimilação de CO2, 

redução no crescimento e desenvolvimento; acúmulo de íons em excesso nos tecidos vegetais, 

podendo ocasionar toxicidade iônica; diminuição nas taxas de fotorrespiração, fotossíntese e 

respiração mitocondrial; aumento na produção de espécies reativas de oxigênio (ROS); 

mudanças nas concentrações de carboidratos solúveis totais, fenóis totais, glicina beitaína, 

prolina, clorofila e proteínas. Ao nível celular, a salinidade causa distúrbios na membrana 

plasmática, sendo seus efeitos manifestados  por alterações na permeabilidade, na composição 

lipídica, potencial elétrico e atividade de enzimas e proteínas ligadas  à membrana (Mansour 

et al. 2003; Mittler 2002; Panda e Khan 2009). 
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As proteínas LTPs (“Lipid Transfer Proteins”) compõem uma família também descrita 

como “Alpha-Amylase Inhibitors” (AAI), “Lipid Transfer” (LT) e “Seed Storage” (SS), 

sendo pequenas proteínas de até 10 kDa presentes de forma abundante em plantas superiores. 

Bioquimicamente, as proteínas LTPs são subdivididas em duas famílias distintas (LTPs1 e 

LTPs2), que compartilham a capacidade de ligar-se a ácidos graxo e transferir fosfolipídios 

entre membranas. Embora ambas as famílias se caracterizam  por apresentar um elevado pI 

(~9) e um motivo consevado constituído por oito resíduos de cisteína (C. .. C. .. CC ... CXC ... 

C. .. C), as LTPs 1 e 2, diferem no peso molecular (9 kDa e 7 kDa, respectivamente) e 

apresentam baixa similaridade (~ 30% de identidade)  entre suas sequências de aminoácido 

geral. As duas famílias também partilham uma arquitetura estrutural comum, formada por 

uma cavidade hidrofóbica fechada por α-hélice (Yeats and Rose 2007). 

Inicialmente, as pesquisas sugeriam que as LTPs estavam relacionadas apenas com a 

transferência e ligação de ácidos graxos e fosfolipídios entre as membranas, no entanto, 

atualmente sabe-se que estas proteínas também estão envolvidas na modificação da 

composição lipídica e biogênese de membrana (Wu et al. 2004, Kirubakaran et al. 2008).  

Além disso, as LTPs apresentam atividade antifúngica e desempenham papel vital em 

respostas de defesa da planta a ataques de patógenos (Gomes et al. 2003).  

Uma função importante que tem sido atribuída às LTPs inclui o seu envolvimento em 

diferentes estresses abióticos (Jang et al. 2002).  Genes que codificam proteínas LTPs foram 

diferencialmente regulados por várias condições ambientais, tais como temperatura elevada 

(Oshino et al. 2007),  estresse por frio (Hwang et al. 2005), estresse salino (Vignols et al. 

1997; Liu e Lin 2003; Wu et al. 2004; Gonorazky et al. 2005, Choi et al. 2008) e estresse por 

metais pesados (Hollenbach et al. 1997). Tratamentos com Ácido abscísico (ABA) também 

podem induzir a expressão diferenciada dos genes LTPs (Yubero-Serrano et al. 2003; 

Federico et al. 2005).  
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Um grande número de pesquisas tem buscado fornecer maiores informações a respeito 

do papel fisiológico das proteínas LTPs (Carvalho e Gomes 2007); identificar isoformas 

gênicas através de alinhamentos em banco de dados; análises filogenéticas entre diferentes 

espécies (Boutrot et al. 2008; Wang et al. 2012) e descrever a estrutura destas proteínas 

(Pacios et al. 2012). No entanto, estudos na área de genômica funcional, referentes à 

expressão diferencial destes genes com técnicas pontuais de expressão como qRT-PCR (PCR 

quantitativa em tempo real), podem auxiliar na identificação de genes potencialmente 

responsivos aos diversos estresses bióticos e abióticos, dentre eles o estresse salino, 

fornecendo informações relacionadas aos mecanismos adaptativos a esta condição ambiental.  

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a expressão diferencial de11 

genes codificadores de proteínas da família LTPs1, nas cultivares de arroz, BRS Bojuru e 

BRS Ligeirinho, submetidas ao estresse salino no período vegetativo. 

 

Material e Métodos 

Material Vegetal e Condições Experimentais 

 Sementes de arroz (Oryza sativa L.) dos genótipos BRS Bojuru (tolerante ao sal) e 

BRS Ligeirinho (sensível ao sal) foram desinfestadas com hipoclorito 1%, colocadas para 

germinar sobre papel Germitest em caixas Gerbox, e mantidas em câmara de crescimento do 

tipo “Biological Organism Development” (BOD) com fotoperíodo de 12h a 25±2°C, durante 

10 dias. Após este período as plântulas foram transferidas para potes plásticos (500 mL) 

contendo como substrato areia previamente lavada com solução de ácido clorídrico 1%, e 

irrigadas, alternadamente a cada dois dias, com água e solução nutritiva de Hoagland e Arnon 

(1938), em casa de vegetação. 

 Ao atingirem o estádio de desenvolvimento V4, as plantas foram submetidas à 

irrigação alternada, com solução nutritiva e água contendo NaCl na concentração de 150 mM 



55 

 

 

 

(100 mL/pote). A concentração de NaCl utilizada foi escolhida com base em dados 

depositados na literatura para experimentos com estresse salino em arroz (Hong et al. 2007). 

 A coleta das folhas para as análises foi realizada durante cinco dias com intervalos de 

24 horas e denominadas, C1, C2, C3, C4 e C5, onde: C1= plantas não expostas ao estresse 

(controle); C2=24 horas de estresse; C3=48 horas de estresse; C4=72 horas de estresse; 

C5=96 horas de estresse. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema 

fatorial 2 x 5 (2 genótipos x 5 tempos de exposição ao sal) e três repetições biológicas, sendo 

cada repetição composta por 3 potes contendo 5 plantas. 

 

Extração de RNA Total e Síntese de cDNA 

 O RNA total foi extraído a partir de 100 mg de folhas, de acordo com o método 

descrito para o reagente Plant RNA Reagent Purilink®. A quantidade e pureza de RNA foram 

mensuradas em NanoDrop ND-1000, enquanto que a qualidade e integridade do RNA foram 

verificadas em eletroforese com gel de agarose 1,0%. Os cDNAs fita simples foram 

sintetizados por transcrição reversa a partir de 2 µg de RNA total utilizando primer oligoDT e 

Kit SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen®-18080093). 

 

Identificação in silico de genes LTPs1 de arroz  

 Para a busca de possíveis genes LTPs, foram utilizadas as informações contidas no 

banco de dados de famílias gênicas Phytozome v.9.1 (http://www.phytozome.net), sendo 

selecionadas apenas as sequências de proteínas anotadas com o domínio HMMPfam PF00234 

(plant lipid transfer/seed storage/trypsin–alpha amylase inhibitor). Poteriormente, utilizando 

a informação do Locus name , buscou-se, através da ferramenta ID Converter disponível no 

banco de dados  de arroz RAP-DB (http://rapdb.dna.affrc.go.jp/tools/converter), o número de ID 

(OsXg....) e a sequência de aminoácidos codificada por cada uma das possíveis sequências de 

http://www.phytozome.net/
http://rapdb.dna.affrc.go.jp/tools/converter
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genes LTPs e a evidência de transcrito (AK). 

 As sequências de aminoácidos foram então alinhadas no banco de domínios 

conservados de proteínas CDD (Conserved Domains and Protein Classification) depositados 

em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml, a fim de verificar se as sequências 

continham o motivo conservado de 8 resíduos de cisteína (C. .. C. .. CC ... CXC ... C. .. C). 

Foram considerados significativos os alinhamentos com valor estatístico de e-value  ≤ e-10 e 

código de identificação [cd01960], característico de proteínas LTPs1. 

 

Desenho de Primers 

A partir das sequências nucleotídicas retiradas dos AKs, os primers foram desenhados 

com o auxílio dos softwares PRIMER EXPRESS V 3.0, BioEdit v7.0 e PerlPrimer v1.1.21, de 

acordo com os tutoriais dos fabricantes. Como norma geral foram selecionados primers com 

temperatura de anelamento entre 58-60º C, tamanho de amplicon entre 50 e 150 pb e ausência 

de formação de dímeros, cross-dímeros e harpins. Vale salientar, que anteriormente ao 

desenho dos primers foram realizados alinhamentos entre as possíveis isoformas das LTPs 

selecionadas, para garantir a especificidade de cada conjunto de primer. 

 

Teste de eficiência e curva de dissociação dos primers 

A especificidade e curva padrão de eficiência dos primers foram avaliadas a partir de 

um pool de 15 cDNAs (5 tempos x 3 repetições) para cada genótipo. Inicialmente, foi 

verificada, através da curva de dissociação (curva de melting), a especificidade de cada 

conjunto de primer, sendo mantidos neste estudo somente aqueles primers com amplicons 

específicos, ou seja, com um único pico de dissociação das fitas dos produtos da PCR.  

A eficiência da PCR (E) foi obtida a partir de quatro diluições seriadas de cDNA (1:1; 

1:5, 1:25 e 1:125) para gerar a curva padrão de cada par de primer testado. O valor de E foi 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=238926


57 

 

 

 

estimado pela equação E = 10 (-1/slope) (Rasmussen 2001), onde o slope corresponde à 

inclinação da reta obtida da regressão entre os valores de CT (Cycle Threshold) dos transcritos 

e os valores do logaritmo das diferentes diluições de cDNA (curva padrão de eficiência), 

sendo considerados aceitáveis valores de eficiência entre 1,8 e 2,2, o que corresponde a uma 

eficiência da reação entre 90-110%. As reações foram feitas em triplicata para cada diluição 

de cDNA. 

 

Quantificação relativa (qRT-PCR) 

O volume total das reações de qRT-PCR foi de 12 µL, sendo 6,25 µL do fluoróforo 

SYBR Green (Applied Biosystems®), 0,25 µL (10 mM) de cada primer (forward e reverse), 

1 µL de cDNA (diluição 1:25, previamente definida) e 4,25 µL de água ultra pura. As reações 

foram realizadas em Termociclador Bio-Rad CFX Real Time, utilizando-se os seguintes 

parâmetros de amplificação: 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C 

por 1 minuto com inserção da curva de melting de 65 a 95°C, com incremento de 5°C a cada 

medida de fluorescência. Para cada repetição biológica foram feitas três repetições técnicas 

(triplicatas). 

A quantificação relativa da expressão (QR) foi feita utilizando o “método de 

comparação de CT” (comparative threshold cycle method) (Livack e Schmittgen 2001), 

utilizando-se a equação QR = 2-∆∆CT. A partir dos valores de QRs, optou-se pela utilização da 

análise de variância (proc glm) para testar possíveis variações para os fatores, tempos de 

exposição ao sal e genótipo, de maneira isolada, bem como a interação entre ambos, sendo 

considerados significativos valores de P ≤ 0,05. As análises foram realizadas no SAS 

Algoritimo v.9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC).  

Como normalizador interno da reação foi escolhido o gene UBQ10 (AK101547), 

previamente selecionado entre outros 10 candidatos a normalizadores (ACT11, UBC-E2, 
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Fator alongamento eucariótico 1-α, Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, β-Tubulina, 

Fator de iniciação eucariótica 4a, Ubiquitina5, Aquaporina TIP41 e Ciclofilina), nas 

amostras experimentais utilizadas neste trabalho. 

 

Análise de Correlação  

Com a finalidade de mensurar a intensidade de correlação da expressão de cada gene 

LTP entre os dois genótipos avaliados, foi calculado o coeficiente de correlação de Pearson, 

representada graficamente por um heatmap (mapa de cores). As análises foram realizadas no 

software SAS v.9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC), através das rotinas proc corr e proc 

sgrender. 

 

Análises de Filogenia  

As relações filogenéticas das sequências de nucleotídeos e de aminoácidos dos genes e 

proteínas LTPs, identificadas in silico, foram analisadas em separado utilizando o software 

Mega versão 4. Os alinhamentos das sequências de nucleotídeos foram realizados utilizando o 

programa ClustalW incluído no Mega. As estimativas das distâncias foram calculadas 

utilizando o método de substituição Kimura-2 parâmetros (Kimura 1980), que calcula as 

diferenças entre duas sequências com diferentes taxas para transição e transversão entre 

nucleotídeos, sendo as concordâncias calculadas através de 1000 bootstrap. A árvore 

filogenética foi construída utilizando o método de agrupamento UPGMA.   

As sequências de aminoácidos foram alinhadas pelo ClustalW, seguindo os parâmetros 

padrão do programa com matriz de substituição PAM (Eck e Dayhoff 1966). Posteriormente, 

a análise filogenética foi feita utilizando o modelo cladístico da máxima parsimonia (Fitch 

1971), o qual cria inúmeros alinhamentos e que seleciona como melhor cladograma aquele 

que contenha o menor número de diferenças entre as sequências. A árvore filogenética foi 
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avaliada, também, pelo bootstrap usando 1000 réplicas. 

 

Similaridade e Heatmap  

Com base nos valores de quantificação relativa (QR) foram feitas análises de 

similaridade e agrupamento, a fim de agrupar os genes LTPs com respostas de expressão mais 

semelhantes. A similaridade foi estimada através da Distância Euclidiana (rotina proc 

distance), enquanto que para o agrupamento foi utilizado o método UPGMA (proc cluster), 

sendo o dendrograma obtido pela rotina proc tree, no software SAS v.9.3 (SAS Institute Inc., 

Cary, NC).  Ainda com base nos valores de QR foi gerado um heatmap, a fim de facilitar a 

associação visual dos níveis de expressão gênica e relacionar esta resposta com as análises 

filogenéticas, com o objetivo de verificar se existe uma tendência de resposta entre os níveis 

de expressão e as sequências de nucleotídeos e/ou aminoácidos das LTPs estudadas. O 

heatmap foi gerado através da rotina proc sgrender, no software SAS v.9.3 (SAS Institute 

Inc., Cary, NC). 

 

Resultados 

 A partir da busca feita no banco de dados Phytozome, foram identificados 158 genes 

descritos como LTPs, no entanto, apenas 14 apresentavam o domínio HMMPfam PF00234 

(plant lipid transfer/seed storage/trypsin–alpha amylase inhibitor), evidência de transcrito no 

banco de dados RAP-DB e alinhamento significativo (e-value  ≤ e-10) com  código de 

identificação [cd01960] no banco de domínios conservados de proteínas (Conserved Domains 

and Protein Classification) (Tabela 1), sendo, portanto, selecionadas para este estudo. 

A especificidade da amplificação é determinada pela presença de um único pico na 

curva de dissociação (Melting). Nesta curva analisa-se a fluorescência das amostras em 

relação ao aumento contínuo da temperatura, sendo que cada amplicon possui uma 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=238926
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temperatura de fusão específica, o que possibilita diferenciar os produtos resultantes da PCR. 

As curvas de dissociação apresentadas demonstram que, dos 14 primers desenhados, 11 

possuem um pico único bastante definido, confirmando especificidade do produto 

amplificado. A eficiência de amplificação dos primers foi calculada individualmente a partir 

do Log das diluições de cDNA, para cada um dos genótipos.  As análises demonstraram 

eficiências próximas a 100%, variando entre 1,5 e 2,16 (Figuras 1, 2 e 3). 
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Tabela 1. Especificações dos Genes LTPS com seus respectivos códigos de acesso e valores de e-value das LTPS. Sequência Forward e Reverse dos primers desenhados a partir dos 

transcritos e eficiência média dos iniciadores. 

Gene 

(Phytozome) 

Transcrito e-value 

(CDD) 

Primer Forward Primer Reverse Eficiência 

 

LTP7 

 

AK058896.1 

 

4,77e-16 

 

5'-GGAGGGTGTGACATCGCAGG-3 

 

5'-AAGCGTGAGACGACGACAGGT-3' 

 

2,08 

LTP8 AK061182.1 1,56e-28 5'-CCTCTACTCCCTCTATCCCA-3' 5'-CGAACATAAGACTGGATGTGAC-3' 2,08 

LTP10 AK061288.1 1,30e-24 5'-ATTAACCAACACCGAGCATCA-3' 5'-CGATCGATCCAGAGGATGCTA-3' 2,09 

LTP12 AK058921.1 1,15e-14 5'-CCATCCATCATCCATCTCATCATC-3' 5'-GCTAGTACTGTTGATCTAGTTGCTG-3' 1,87 

LTP13 CU406598.1 1,55e-28 5'-CTTCTTGTTGCTGAGGCAATCTG-3' 5'-TTATGGGACGGAGGGAGTAGAG-3' 2,07 

LTP14 AK059737.1 1,02e-27 5'-TCTAGCTTAGCTACTCGATCATCAG-3' 5'-CAAGATTACTGATTTGATCGTCGGA-3' 2,03 

LTP17 AK243196.1 1,56e-14 5'-TGGAAGCAGCACTTTCGGC-3' 5'-TTATTCATTCACGGCCCACG-3' 1,85 

LTP18 AK109524.1 4,16e-23 5'-TACCCATCCTTGCAGCTCACG-3' 5'-CATCGTCTCCATCAGGGCCA-3' 2,16 

LTP23 AK073466.1 3,58e-29 5'-TTTGATCTGTCTCCTTTACGGGAC-3' 5'-AAGATTCATGCATGATTCGTCTGC-3' 1,95 

LTP25 AK119692.1 2,94e-22 5'-CTTGCTGCATGCGTACGT-3 5'-GTACGCATGTATCAGTACGAC-3' 1,98 

LTP26 AK104005.1 2,94e-22 5'-CATGCGTACGTGCACTATAT-3' 5'-CATGTAAACATTGAAACGCAT-3' 2,1 
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Figura 1. Especificidade e eficiência dos primers testados, para os genótipos BRS Bojuru (tolerante) e BRS 

Ligeirinho (sensível).  
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Figura 2. Especificidade e eficiência dos primers testados, para os genótipos BRS Bojuru (tolerante) e BRS 

Ligeirinho (sensível).  



64 

 

 

 

 

Figura 3. Especificidade e eficiência dos primers testados, para os genótipos BRS Bojuru (tolerante) e BRS 

Ligeirinho (sensível). 

 

De acordo com os resultados da análise de variância, houve efeito significativo da 

interação para todos os genes avaliados, demonstrando que os mesmos apresentam variação 

nos valores de QR em função do tempo crescente de exposição ao estresse salino e do 

genótipo avaliado. Como forma de desdobrar os efeitos da interação efetuou-se a análise de 

regressão polinomial, sendo representados na forma de gráficos individuais para cada gene e 
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equações e coeficientes de determinação específicos para cada genótipo (Figuras 4,5 e 6). 

Observou-se uma resposta linear positiva para QR do gene LTP7 no genótipo BRS 

Ligeirinho e quadrática para BRS Bojuru. Ambos os genótipos apresentaram aumento nos 

níveis de expressão até o tempo de 96 horas de exposição ao estresse, porém, este aumento foi 

mais acentuado, 13,8 vezes em relação ao controle, em BRS Bojuru (Figura 4 A). O tempo de 

96 horas apresentou os maiores valores de QR, 3,39 e 71,1, para LTP8 e LTP10, 

respectivamente, no genótipo sensível, para os quais a curva de 3° grau foi a que melhor se 

ajustou aos dados obtidos. Nestes mesmos genes, as equações de regressão significativas, para 

BRS Bojuru, foram a linear e a cúbica, respectivamente (Figura 4 B e C). 

Em relação aos genes LTP12 e LTP14, ajustou-se, para ambos os genótipos a equação 

cúbica, sendo observados, para o genótipo BRS Bojuru, os maiores valores de expressão 

destes genes no tempo de 72 horas (QR LTP12 = 2,28; QR LTP14 = 7,28). Para BRS 

Ligeirinho, o valor de QR do gene LTP12 aumentou no tempo de 72 horas e se manteve às 96 

horas, enquanto que para LTP14, houve aumento até 72 horas seguido de decréscimo após 

este período (Figura 5 D e E). 

Analisando-se a regressão para os genes LTP13 e LTP17, identificou-se, para o 

genótipo tolerante, uma resposta cúbica negativa para o primeiro gene e quadrática positiva 

para o segundo, sendo observados para LTP13, valores de expressão inferiores ao tratamento 

controle nos tempos de 72 e 96 horas de estresse. Para BRS Ligeirinho foram ajustadas 

equações cúbica e quadrática para LTP13 e LTP17, respectivamente, sendo, no entanto, 

ambas positivas (Figura 5 F e G).  

Os genes LTP25 e LTP26 apresentaram resposta de expressão significativa apenas por 

uma curva de regressão de 4°grau, no genótipo BRS Ligeirinho. Foram observados aumentos 

significativos no tempo de 96 horas, 23,28 e 32,18 vezes em relação às plantas não 

submetidas ao estresse salino, respectivamente. Para BRS Bojuru, para estes mesmos genes, 
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utilizou-se a regressão quadrática, indicando aumento nos níveis de transcritos seguido de 

decréscimo, sendo o maior valor de QR (24,44) observado no tempo de 48 horas para LTP26 

(Figura 6 I e L). 

Quanto ao gene LTP18, observou-se, pela análise de regressão, uma resposta 

significativa através de uma curva de 4° grau para o genótipo BRS Bojuru, sendo observado 

aumento nos tempos de 48 e 72 horas seguido de acentuada redução no tempo de 96 horas. 

Vale salientar que o valor de QR observado no tempo de 72 horas (QR = 41,57) foi o mais 

elevado entre todos os genes LTPs analisados neste estudo para o genótipo tolerante. Para 

BRS Ligeirinho, observou-se uma resposta linear positiva para LTP18, com aumento 

constante nos níveis de QR ao longo do tempo de exposição ao estresse, chegando ao valor de 

24,38 vezes mais expressão deste gene quando comparado ao tempo controle (Figura 6H). 

Considerando os valores de QR para o gene LTP23, observou-se uma resposta 

quadrática positiva, em relação aos tempos crescentes de exposição ao NaCl, no genótipo 

BRS Ligeirinho, sendo o maior valor de QR (48,18) encontrado no tempo máximo de 

exposição ao estresse (96 h). Para BRS Bojuru, ajustou-se uma equação cúbica negativa, 

sendo observado aumento nos níveis de QR até o tempo de 72 horas, com redução no tempo 

de 96 horas (Figura 6J). 
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Figura 4. Quantificação relativa da expressão (QR) de genes LTPs, em genótipos de arroz submetidos ao 

estresse salino.  
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Figura 5. Quantificação relativa da expressão (QR) de genes LTPs, em genótipos de arroz submetidos ao estresse salino.  
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Figura 6. Quantificação relativa da expressão (QR) de genes LTPs, em genótipos de arroz submetidos ao estresse salino.  
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 A avaliação da correlação de Pearson, para todas as sequências LTPs, entre os 

genótipos, possibilitou a identificação de sete sequências com correlação positiva, sendo 

elas: LTP7 e LTP14, seguidas de LTP13 e LTP17, LTP8, LTP18 e LTP12, sendo, 

portanto, as LTPs com resposta mais semelhante entre os dois genótipos (sensível e 

tolerante). Por outro lado, as LTPs 10, 26 e 23, apresentaram-se correlacionadas de 

maneira negativa, indicando resposta contrastante na expressão destes genes entre os 

genótipos, surgindo como possíveis marcadores para a seleção assistida para o estresse 

salino em plantas de arroz. Analisando-se as correlações para as demais sequências, 

observou-se que, para LTP25, não houve correlação nos níveis de expressão entre os 

genótipos (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Correlação da expressão relativa de genes LTPs, representada graficamente por heatmap, entre 

genótipos de arroz contrastantes em resposta ao estresse salino. BRS Bojuru (tolerante) e BRS Ligeirinho 

(sensível). 
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A fim de comparar as sequências de nucleotídeos, aminoácidos e quantificação 

relativa de cada LTP, foram construídas árvores filogenéticas para nucleotídeos e 

aminoácidos, e matriz de similaridade seguida de agrupamento UPGMA baseada nos 

valores de QR.  

As árvores filogenéticas mostraram uma tendência de agrupamento semelhante 

entre as sequências de nucleotídeos e aminoácidos analisadas (Figura 8A e B). As 

sequências LTP8 e 13 ficaram agrupadas tanto na filogenia de nucleotídeos quanto de 

aminoácidos e permaneceram muito próximas no agrupamento UPGMA, baseado nos 

valores de QR. Estas sequências apresentaram valores de expressão (QR) pouco 

diferenciados ao longo do tempo de exposição ao estresse e entre os genótipos, sendo os 

maiores valores para LTP8 nos genótipos BRS Bojuru e BRS Ligeirinho observados no 

tempo 96h (1,52 e 3,39 respectivamente). Para LTP13 o maior valor de QR foi de 2,27 e 

1,67 para ambos os genótipos, no tempo de 24 horas de exposição ao sal (Figura 9A e 

B).  

Muito próximo as LTP8 e 13, nas árvores filogenéticas, encontra-se LTP14. Este 

gene apresentou valores de QR semelhantes aos observados para LTP8 e 13 nos tempos 

24, 48 e 96 horas em ambos os genótipos. No entanto, no tempo de 72 horas de estresse, 

LTP14, apresentou valores de expressão de 7,28 e 5,46 vezes maiores que o controle, 

para os genótipos BRS Bojuru e BRS Ligeirinho, respectivamente, motivo pelo qual 

esse gene tenha sido inserido em um ramo mais distante de LTP8 e 13, sendo esta 

distância mais acentuada no genótipo BRS Bojuru (Figura 9A e B). 

Os agrupamentos também salientaram as semelhanças entre as sequências de 

aminoácidos e nucleotídeos para as LTP10 e 12 e destas com a LTP7. No entanto, os 

valores de expressão desses genes diferiram entre os genótipos para os dois primeiros 

genes. A LTP10 teve uma maior expressão no tempo 48h (3,67) e em 96h o valor de QR 
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diminuiu para 0,93 no genótipo BRS Bojuru. Para a BRS Ligeirinho o comportamento 

de expressão foi crescente ao longo dos tempos de exposição ao sal tendo, as 96 h, um 

QR de 71,1. A LTP12 teve seu maior aumento de expressão no tempo 48 horas (2,27) 

para a BRS Bojuru e para a BRS Ligeirinho a maior expressão foi nas 96 horas (21,1) 

de exposição ao estresse salino. O gene LTP7, apesar da alta similaridade na sequência 

de aminoácidos com as outras duas LTPs, teve um padrão de expressão diferenciado, 

tendo um aumento constante ao longo do tempo chegando a 13,81 nas 96h para a BRS 

Bojuru e na BRS Ligeirinho de 8,04, no mesmo tempo. Assim, embora LTP7, 10 e 12 

apresentem alta similaridade entre as suas sequências de aminoácidos, em se tratando do 

agrupamento com base nos valores de QR, no genótipo BRS Ligeirinho, as LTPs 10 e 

12 ficaram próximas entre si e distantes da LTP10 (Figura 9B), indicando que, neste 

caso, embora sejam semelhantes na sequência de aminoácidos, são diferentes 

funcionalmente nas condições experimentais testadas. 
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Figura 8. Árvores filogenéticas das sequências de nucleotídeos (A) e de aminoácidos (B) dos genes e 

proteínas LTPs, construídas utilizando o método de agrupamento UPGMA.   

 

Figura 9. Dendrogramas e heatmap resultantes da análise de agrupamento dos genes LTPs com base nos 

valores de quantificação relativa (QR) para os genótipos BRS Bojuru (A) e BRS Ligeirinho (B). 

  

As LTPs25 e 26 mantiveram-se com alta identidade e similaridade nas árvores 

filogenéticas. No genótipo sensível, LTP25 teve um padrão constante de expressão entre 

os quatro primeiros tempos de exposição ao estresse, porém, nas 96 horas apresentou 

um pico de expressão de 23,56. Este mesmo genótipo para a LTP26 teve, inicialmente, 
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um aumento de expressão de 7,0 às 24 horas, seguido de uma diminuição para 2,75 às 

48 horas e sucessivo aumento de 11,45 e 32,18 nos últimos dois tempos de estresse. Em 

razão deste comportamento semelhante de aumento de expressão, principalmente no 

tempo de 96 horas, estas duas LTPs, 25 e 26, ficaram agrupadas no mesmo ramo do 

dendrograma no genótipo sensível (Figura 9B). No genótipo tolerante, estes genes 

posicionaram-se em ramos distintos, em função das diferenças nos valores de QR. Para 

a LTP25 o valor máximo de QR (5,80) foi observado nas 72 horas, após o estresse, 

enquanto que para LTP26 os valores chegaram a 24,44 e 7,34, nos tempos de 48 e 72 

horas, respectivamente (Figura 9A).  

Os genes LTP17 e 18 apresentaram, assim como para suas sequências 

nucleotídicas, diferenças nos níveis de expressão quando comparados entre si, porém, 

ambos apresentam aumento de expressão nos dois genótipos. No gene LTP17, foi 

detectado aumento nos níveis de transcritos no tempo de 48 horas de estresse, com 

valores de QR = 3,21 e 5,22, para BRS Ligeirinho e 3,21 para BRS Bojuru, 

respectivamente. A LTP18, para a BRS Ligeirinho, apresentou um padrão de expressão 

crescente, chegando, nas 96 horas, a um valor de QR de 24,38.  Em BRS Bojuru, 

observou-se aumento nas 48 e 72h (11,98; 41,57, respectivamente) e um drástico 

declínio às 96h com QR de 1,42. Estes resultados reforçam os encontrados na análise de 

correlação, uma vez que LTP17 e LTP18, que apresentam altos valores de expressão, 

apresentam correlação positiva entre os genótipos e entre si (Figura 7). Estes mesmos 

genes apresentaram alta semelhança em suas sequências de aminoácidos (Figura 8B), 

indicando que, nestas condições experimentais, existe uma relação entre as sequências 

de aminoácidos e a função destas LTPs para o estresse salino. 
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Discussão 

A ocorrência, cada vez mais frequente, de água de irrigação salinizada tornou-se 

um dos principais problemas para a produção de arroz irrigado (Zhang 2007). As 

plantas, por serem de natureza séssil, desenvolveram um conjunto de mecanismos que 

lhes permite responder e se adaptar frente a condições de estresses bióticos e abióticos. 

Assim, conhecer tais mecanismos e identificar genes relacionados com a resposta à 

salinidade é essencial na identificação de rotas metabólicas envolvidas nos processos de 

defesa e, consequentemente, no desenvolvimento de estratégias moleculares para a 

obtenção de plantas de arroz mais tolerantes a essa condição.  

Este trabalho apresenta as diferenças de expressão de 11 genes pertencentes à 

família LTP1 em dois genótipos de arroz com resposta contrastante ao estresse salino. A 

partir dos resultados obtidos, foram identificados genes diferencialmente expressos 

entre os tratamentos e/ou entre os genótipos. Dentre os genes identificados como 

diferencialmente expressos entre os genótipos, destaca-se LTP10, o qual apresentou alto 

valor de expressão, 70 vezes mais, às 96 horas de estresse, quando comparado com o 

tratamento controle. Na cultivar BRS Bojuru esse mesmo gene manteve o padrão de 

expressão durante todos os tempos de exposição ao estresse salino, sendo, portanto, um 

possível marcador molecular para a identificação de genótipos sensíveis à salinidade.  

As respostas de expressão de um mesmo gene frente ao estresse podem variar 

amplamente em função do estádio de desenvolvimento, tecido ou órgão, tipo e 

intensidade de estresse, bem como do genótipo. Neste sentido, Tapia et al. (2013), 

observaram que, em Lotus japonicus, expressão do gene LTP10 foi induzida em folhas e 

caules submetidos a estresse por seca, porém, foi reprimida em raízes. Chao et al. 

(2009), ao estudarem a expressão dos genes Th-LTP10, Th-LTP2, Th-LTP3, 

evidenciaram que, em Tamarix híspida, a expressão destes genes foi reprimida por 
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NaCl, mas induzida por NaHCO3.  

Os genes LTP26, LTP23 e LTP18 apresentaram aumento de expressão tanto no 

genótipo sensível quanto no tolerante, porém com níveis de expressão e tempos de 

resposta diferenciados entre os genótipos. Uma das diferenças está no fato de que na 

planta tolerante este gene é requerido após 48 horas de estresse, caindo a valores 

próximos ao controle às 96 horas, ao contrário da planta sensível, cuja expressão 

aumenta proporcionalmente à medida que o estresse torna-se mais severo, o que 

significa que ambas as plantas estão utilizando estes genes no seu processo de 

aclimatação. Outra diferença está nos níveis de expressão, os quais foram superiores no 

genótipo sensível. Por outro lado, os genes LTP8 e LTP13, foram os menos induzidos 

pelo estresse salino nos dois genótipos, apresentando correlação positiva de expressão 

entre eles, caracterizando-se como genes pouco informativos para identificar genótipos 

tolerantes ou sensíveis à salinidade. 

 Os dados obtidos neste estudo, concordam com os encontrados por Wang et al. 

(2012), os quais, ao avaliarem a expressão de diferentes locos LTPs do genoma do arroz 

em plantas irrigadas com 250 mM de NaCl observaram que existem locos LTPs no 

genoma do arroz que apresentam diferentes respostas frente ao sal. Estes autores 

identificaram aumento na expressão dos genes Os11g24070, Os04g33920 e 

Os05g06780 no período de 12 horas de exposição ao estresse, e que o genes 

Os12g02340, Os11g02400 e Os11g02369 não apresentaram alterações nos níveis de 

expressão. 

O envolvimento de genes LTPs em resposta ao estresse salino também foi 

observado em outras espécies, como a cevada (Hordeum vulgare L.). Federico et al. 

(2005), ao estudar a expressão do gene LTP6, em plantas de cevada sob estresse salino, 

por frio e aplicação de ácido abscísico (ABA), observaram aumento da expressão deste 
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gene mais significativo no estresse salino, quando comparado aos outros tratamentos, 

chegando a valores de 3,3 vezes contra 2,3 vezes no tratamento com ABA e 1,6 no 

estresse por frio. 

As árvores filogenéticas mostraram uma tendência de agrupamento semelhante 

entre as sequências de nucleotídeos e aminoácidos analisadas, porém, em alguns casos, 

como observado com LTP7, 10 e 12, os quais apresentam alta similaridade entre as suas 

sequências de aminoácidos, no agrupamento com base nos valores de QR, no genótipo 

BRS Ligeirinho, as LTPs 10 e 12 estão próximas entre si e distantes da LTP10, 

indicando que, neste caso, embora sejam semelhantes na sequência de aminoácidos, são 

diferentes funcionalmente nas condições experimentais testadas. Chen et al. (2012), ao 

comparar a expressão de genes da família MAPK e a filogenia destes genes em relação 

às suas sequências de aminoácidos observaram que genes com sequências de 

aminoácidos muito semelhantes, como BdMPK7-1/BdMPK7-2, apresentam respostas de 

expressão diferenciada entre tecidos de Brachypodium distachion.  

Neste mesmo sentido, Lan et al. (2009), ao estudarem os padrões de expressão 

de isoformas de Glutationa S-transferase em Populus, obseravaram divergências nos 

padrões de expressão de genes GSTs dispostos em tandem frente a diferentes 

tratamentos de estresse, embora tais genes sejam semelhantes em suas sequências de 

aminoácidos. Por outro lado, observam menos variação nos níveis de expressão nos 

isoformas não organizadas em tandem. A possível explicação, apresentada pelos 

autores, para essas diferenças está na duplicação da região promotora destes genes, 

assim, duplicações em tandem podem alterar a região promotora destes genes, 

resultando em considerável variação nas respostas de expressão.  

Assim, os resultados obtidos no presente trabalho, reforçados pelos estudos 

acima citados, reforçam a importância de estudos voltados para famílias gênicas, uma 
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que isoformas de genes pertencentes a uma mesma família de proteínas apresentam 

respostas diferentes de acordo com a condição ambiental, estádio de desenvolvimento, 

genótipo ou tecido avaliado. 

 

Conclusões 

Com base nos resultados obtidos conclui-se que: 

1. O gene LTP7, apresenta níveis de expressão superiores no genótipo tolerante 

(BRS Bojuru), sendo, dentre os genes estudados, o mais indicado para ser 

utilizado como referência para maiores estudos de seleção de marcadores 

moleculares de genótipos tolerantes à 150mM de NaCl; 

2. LTP10, dentre os genes estudados, o mais indicado para dar início a estudos 

de identificação de marcadores moleculares para a seleção de genótipos 

sensíveis ao estresse salino, visto que o mesmo apresenta níveis de expressão 

70 vezes maior no tratamento com 96 horas de exposição ao estresse; 

3. LTP10, 23 e 26 podem ser utilizados como base para estudos mais 

aprofundados a fim de identificar marcadores para a seleção assistida de 

plantas de arroz para o estresse salino por apresentarem resposta de 

expressão contrastante entre os genótipos e se correlacionarem de maneira 

negativa; 

4. Genes LTPs1 similares em sequências de nucleotídeos e aminoácidos podem 

responder de maneira diferenciada frente ao estresse salino. 
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