Selecao de genes-referéncia para estudos de expressao
génica utilizando PCR quantitativa em macieiras
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A macieira (Malus x domestica) é uma das mais importantes frutiferas do mundo, e sua produgéo tem destaque na
regido sul do Brasil. As pesquisas para o melhoramento genético de suas cultivares abrangem resisténcia a doencas,
enxertia, exigéncia de frio, sabor e compostos nutracéutricos do fruto. Comparacgdes entre padrdes de expressdo
génica de diferentes cultivares selvagens, comerciais e em desenvolvimento constituem ferramenta de alto valor
cientifico para o melhoramento genético das macieiras. A técnica de PCR quantitativa precedida de transcri¢ao
reversa (RT-qPCR) oferece um recurso robusto para quantificar, de forma precisa, alteracoes na expressdo de genes,
sendo especifica e sensivel para mRNAs pouco abundantes. Contudo, a acuracia na avaliagio é dependente de genes
de referéncia estaveis para a normalizacéo dos dados, validados antecipadamente & andlise das amostras. A escolha
de controles inapropriados pode resultar no desvio dos perfis de expressdo génica, declaragdes de significancias
estatisticas indevidas e caracterizagdes ou conclusdes incorretas. Pelo presente trabalho, tém-se o objetivo de
selecionar os melhores genes a serem usados como referéncias para estudos de expressio génica via RT-qPCR em
macieiras. Foram avaliados tecidos vegetativos e reprodutivos da cultivar Gala, amostrados durante o ciclo sazonal
de crescimento e dorméncia da macieira. Com base na literatura e nas sequéncias anotadas para Malus x domestica,
primers para os seguintes genes sugeridos como constitutivos foram projetados: ACT2, ACT11, ACTfam (familia
génica), EFlo, EF1B, GAPDH, MDH, PP2-A1, PP2A-A3, SAND, TUBa.5, TUBR6 e UBCIO0. Os ensaios de RT-qPCR foram
realizados no StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). A estabilidade dos genes foi determinada
por diferentes descritores estatisticos, dentre eles geNorm e NormFinder. Como principais resultados e conclusoes,
todos as combinagdes de primers testadas permitiram amplificagdes especificas. Foram calculadas as eficiéncias
para todas as reagdes. Inferéncias preliminares a partir da avaliacdo via geNorm indicaram os genes ACT2, MDH,
PP2A-A3 e SAND como. os principais candidatos a genes normalizadores em diferentes tecidos de macieira.
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