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Biologia Celular/
Biologia Molecular

Analise da Eficiéncia dos Genes npl4,
gpdhN e ef1-o. para Normalizacao de RT-
qPCR em Fusarium decemcellulare

Clara Victoria Souza de Oliveira’
Aquila Rodrigues do Nascimento?
Gilvan Ferreira da Silvas®

O fungo Fusarium decemcellulare é reportado
como agente causal de doencas em mais de 80 diferentes
espécies de planta. Em guaranazeiro, esse patdgeno é
responsavel pelo superbrotamento e pode levar até 100%
de perdas da producao, sendo uma das principais doencas
da cultura na regiao Amazonica. Os sintomas variam
desde galhas no caule até hiperplasia e hipertrofia floral,
dificultando o desenvolvimento normal dos verticilos
florais e consequentemente comprometendo a producao
dos frutos. Visando a identificacao dos fatores moleculares
relacionados a interacao patdgeno — hospedeiro, 0 genoma
e transcriptoma de F decemcellulare foram recentemente
obtidos. Entretanto, para avancar nos estudos de expressao
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génica e interacao molecular, é necessaria a utilizacao
de genes normalizadores. Deste modo, o objetivo deste
trabalho foi analisar a eficiéncia dos genes npl4, gpdhN e
ef1-o. em F decemcellulare visando a utilizacao deste em
RT-gPCR. O isolado Fdc200 foi cultivado em trés meios
de cultura: Czapek (glicose 1%; peptona 1%; KCI 0,05%;
0,05% MgS0O4 7H20; 0,001% FeSO, 7H,0), MS-triptofano
(1 g KHPO,; 0,4 g MgSO,; 0,2 g NaCl, 0,003 g CuSO,,
triptofano a 1,56 mg/mL; glicose a 1,56 mg/mL; pH 7) e 0 meio
contendo glicose 10 g/L, peptona 2 g/L, caseina 1,5 g/L e
extrato de levedura 2 g/L. Apos crescimento nos meios de
cultivo citados, sob agitacao a 180 rpm, 25 °C por sete dias,
o RNA foi extraido de acordo com Azevedo et al. (2003)%.
A amostra foi tratada com DNAse, em seguida foi feita a
sintese de cDNA, e sua concentragao ideal para uma RT-
gPCR é de 200 ng/uL. Os genes candidatos escolhidos
para normalizacao foram npl4, gpdhN, ef1-o. e mostraram
eficiéncia de 102%, 93% e 90%, respectivamente, em uma
concentracao de 100 nmol/uL. Portanto, npl4, gpdhN e
ef1-o. apresentaram eficiéncias dentro do padrao aceitavel
para genes normalizadores nas condicdes analisadas.

Termosparaindexacao:genesnormalizadores, Fusariumdecemcellulare,
eficiéncia, PCR quantitativa.
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