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Apresentagido

O e-book “Inovagoes em Pesquisas Agrarias e Ambientais — Volume VI” reine uma coletanea
de trabalhos cientificos que refletem os avancos e desafios contemporaneos no campo das ciéncias
agrarias e ambientais, abordando aspectos relacionados a conserva¢ao de recursos naturais, manejo de
ecossistemas, melhoramento genético, fisiologia vegetal e praticas de produc¢ao sustentavel.

Os estudos aqui compilados abrangem uma diversidade tematica que evidencia a complexidade
dos sistemas biologicos e produtivos, e demonstram a aplicagdo de metodologias rigorosas na
investigacao de questdes relevantes a ciéncia aplicada. Esta publicacao resulta do esforco coletivo de
diversos pesquisadores, docentes e discentes, cuja atuacao nas diferentes linhas de pesquisa confere a este
volume um carater interdisciplinar e de alta relevancia cientifica. O conjunto dos trabalhos apresentados
nao apenas avanga o conhecimento técnico-cientifico, mas também propicia subsidios aplicaveis ao
desenvolvimento de praticas produtivas sustentaveis, a conservaciao ambiental e ao aprimoramento dos
processos de ensino, pesquisa e extensao universitaria.

Desejamos aos leitores que este material contribua para o aprofundamento do conhecimento e

para o estimulo de novas investigagdes no ambito das ciéncias agrarias e ambientais.
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Capitulo 7

Estabilidade de Genes Endogenos para Analises
Moleculares em Eucalyptus sob Condicdes de Estresse

Recebido em: 24/05/2025 Any Caroliny Pinto Rodrigues

Aceito em: 28/05/2025 Fatley Souza Ribeiro Menezes
d 10.46420/9786585756600Cap7 Tais Graziele Silva

Janaina Fernandes Gongalves
Marcelo Luiz de Laia

INTRODUCAO

O Disturbio Fisiologico do Eucalipto (DFE) é um dos principais problemas enfrentados em
plantios comerciais nas regides do Maranhio, Norte do Espirito Santo e Sul da Bahia. Desde seus
primeiros registros em 2008, essa condi¢ao tem causado grande impacto nas florestas e prejuizos
significativos ao setor (Camara et al., 2018; Reis, 2011; Rodrigues, 2013). Os sintomas sao caracterizados
por uma desordem que compromete o crescimento e a produtividade das arvores, resultando em perdas
consideraveis, que podem levar a morte de arvores, tanto isoladas quanto em grandes quantidades.

Acredita-se que a ocorréncia dessa doenca esteja relacionada a interagoes entre fatores ambientais
adversos (climaticos, nutricionais e edaficos) que, associados ao fator genético da espécie, provocam a
perda das caracteristicas fenotipicas normais da planta, por meio de alteragdes no metabolismo celular e
na expressao génica. No entanto, a etiologia exata do DFE ainda é desconhecida (Silva et al., 2010;
Lourenco, 2016; Mafia, 2017).

A analise da expressiao génica pode ajudar a entender melhor as respostas das plantas a diferentes
niveis de estresse. Nesse contexto, uma ferramenta biotecnolégica amplamente utilizada para a analise de
expressao genica e quantificagao de mRNA é a PCR Quantitativa em Tempo Real de Transcri¢io Reversa
(RT-gPCR). Essa técnica é vantajosa, pois possibilita a quantificagilo de mRNA de maneira simples,
precisa e reprodutivel, além de ser util para a interpretagao funcional dos genes e quantifica¢ao dos perfis
de expressio génica (Bustin, Benes, Nolan & Pfaffl, 2005; Wong & Medrano, 2005; Oliveira, 2010;
Navarro, Serrano-Heras, Castafio & Solera, 2015).

Entretanto, essa ferramenta (RT-qPCR) exige uma série de padronizag¢ées para corrigir a variagao
técnica associada aos diversos passos do processo experimental, como a eficiéncia na extra¢ao de RNA,
as diferencas na quantidade inicial da amostra de mRNA, a eficiéncia enzimatica, a integridade e qualidade
do RNA, a eficiéncia na sintese de cDNA e as variacOes na atividade de transcricao dos tecidos ou células

analisados. Essas variagoes podem ser controladas por meio da normalizagao dos resultados, utilizando
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um conjunto apropriado de genes de referéncia, também conhecidos como genes endégenos (Ginzinger,
2002; Bustin et al., 2009, 2010).

Genes endogenos siao aqueles que apresentam expressao altamente uniforme em uma amostra
(célula, tecido, organismo, etc.) durante as varias fases de desenvolvimento e sob diferentes condi¢oes
ambientais. Um gene de referéncia ideal deve manter sua expressio constante, independentemente das
condi¢des experimentais, dos diferentes tipos de células, estidios de desenvolvimento e/ou tratamentos
da amostra. No entanto, nenhum gene exibe uma expressao estavel em todos os organismos e em todas
as condi¢oes experimentais. Assim, a expressao dos genes varia de acordo com a espécie estudada e com
as condi¢Oes experimentais especificas (Dheda et al., 2004; Huggett, Dheda, Bustin & Zumla, 2005;
Kozera & Rapacz, 2013).

Diversos estudos sobre a selecao de genes de referéncia em espécies vegetais para diferentes
finalidades ja foram realizados para a normalizagao da expressao génica por meio da RT-qPCR. Esses
estudos incluem pesquisas em coniferas (Granados, Avila, Canovas & Caias, 2016; Wei et al., 2016), teca
(Galeano, Vasconcelos, Ramiro, Martin & Carrer, 2014, seringueira (Chao, Yang, Chen & Tian, 2010),
eucalipto (Fernandez, Villarroel, Balbotin & Valenzuela, 2010; Unnikrishnan, Shankaranarayan &
Sharma, 2011; Cassan-Wang et al., 2012; Moura et al., 2012; Sundari & Dasgupta, 2012), café (Goulao,
Fortunato & Ramalho, 2012), cana-de-agtcar (Andrade et al., 2017; Huang et al., 2018) e outras espécies
(Gutierrez et al., 2011; Ma, He, Wu, Liu & Hu, 2012; Liu et al., 2013; Castonguay, Michaud & Dubé,
2015; He et al., 2017; Liu et al., 2018).

Entretanto, até o momento, nio existem relatos sobre a selecdo de genes de referéncia em
hibridos de Ewucalyptus grandis x Encalyptus urophylla sob condicoes abidticas de estresse. Além disso, genes
que foram anteriormente descritos como normalizadores adequados para algumas espécies de plantas
e/ou condi¢des experimentais nem sempre sao validos para outras espécies ou condi¢es de trabalho.

Dessa forma, a escolha de um gene de referéncia instavel pode resultar em erros imprevisiveis na
analise da expressao génica. Portanto, ¢ essencial selecionar e otimizar genes de referéncia adequados de
acordo com o material experimental e a condi¢do de tratamento a fim de melhorar a precisio da analise
e interpretagao da técnica RT-qPCR (Nolan, Hands & Bustin, 2006; VanGuilder, Vrana & Freeman,
2008; Bustin et al., 2010, Bustin et al., 2013). Assim, o objetivo deste estudo foi selecionar e analisar a
estabilidade de genes normalizadores endogenos em hibridos de Ewucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
afetados pelo Disturbio Fisiolégico do Eucalipto (DFE).

MATERIAL E METODOS
O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética e Biotecnologia Florestal
(LGBF), localizado no Departamento de Engenharia Florestal, em parceria com o Laboratério de

Biologia Celular e Molecular, situado no Centro Integrado de Pesquisa e P6s-Graduagao em Saidde (CIPg-
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Satde). Ambos se encontram localizados na Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

(UFVJM), no Campus JK, em Diamantina, MG.

Material Vegetal e Coleta das Amostras
O material vegetal analisado (tecido foliar) foi coletado em uma area de plantio florestal de

hibridos de Ewucalyptus grandis x Encalyptus urophylla afetados por distarbios fisiologicos (Figura 1).

Figura 1. Atea de ocorréncia e sintomatologia ocasionada pelos Disturbios Fisiolégicos do Eucalipto
(DFE): deformacao de ponteiros, formagdo de sub-copas, rachaduras na base do tronco, perda de
dominancia apical e superbrotamento ao longo do tronco. Fonte — Adaptado de: Silva, 2010; Lourenco,
2016; Mafia, 2017.

O tecido foliar das arvores de eucalipto, tanto das que apresentavam quanto das que nao
apresentavam sintomas da doenga, foi coletado das copas e subcopas das plantas. A comparacio da
expressao génica foi realizada entre as folhas normais e as anémalas. Para isso, foi feita uma amostragem
aleatoria simples das arvores, selecionando-se trés com sintomas e trés sem sintomas. Em cada uma

dessas arvores, os tecidos foliares foram coletados em triplicata. Imediatamente ap6s a coleta, as amostras
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de tecido foram acondicionadas em recipientes com nitrogénio liquido e, posteriormente, armazenadas

em um freezer a -80 °C, onde permaneceram até o momento da extracaio do RNA total.

Extragao de RNA total

O RNA total das folhas de eucalipto foi extraido utilizando um conjunto de reagentes comercial
RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN), conforme as instrugdes do fabricante, e seguindo rigorosamente todos
os protocolos rigorosos recomendados para a manipula¢ao de RNA e boas praticas para manipulagao em
ambiente livre de RNases. O tecido foliar foi previamente macerado em nitrogénio liquido com o auxilio
de almofariz e pistilo (ambos descontaminados com solu¢ao inibidora de RNases, garantindo a
integridade do material durante todo o processo), até a obten¢ao de um pé fino, mantendo-o congelado
durante todo o processo. Aproximadamente 100 mg do material macerado foi transferido para um tubo
de polipropileno de 1,5 ml,, previamente refrigerado, e seguiu-se rigorosamente as instru¢oes do
fabricante.

A integridade e qualidade do RNA foram avaliadas por meio de eletroforese em gel de agarose a
1% corado com brometo de etideo, observando a conservacio relativa das fracoes de RNA ribossomico
(28S e 18S). A quantificacdo e o grau de pureza foram determinados utilizando um espectrofotometro
(ThermoScientific Drop Plate), avaliando amostras por comprimento de onda. Verificou-se se os
comprimentos de onda (A) 260, 280 e 230 nm estavam de acordo com a literatura, bem como se as

relagoes 260/280 e 260/230 eram aceitaveis para amostras de boa qualidade de RNA.

Escolha dos Genes de Referéncia para Normalizacio dos Dados

Com base em estudos prévios na literatura, foram selecionados sete candidatos a genes de
referéncia: EUCONS04, EUCONS08, EUCONS21, IDH, SAND, EGIDH e UBQ (Boava et al., 2010,
Moura et al.,, 2012; de Oliveira et al., 2012). As sequéncias, tamanhos e amplicons desses primers estao

disponiveis na Tabela 1.
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Tabela 1. Genes de referéncia cuja estabilidade da expressio génica foi testada para possivel utilizagao
na normalizagdo dos genes de interesse (GOI). Os primers diretos (F) e reversos (R), o tamanho de cada
primer em bases (b), a temperatura de desnaturagao do primer (I'm), o tamanho do amplicon em pares
de bases (pb) e o nimero de acesso do mRNA do respectivo gene depositado no GenBank (GI) estao
apresentados. Fonte: os autores.

Genes de A . Tamanh o Amplic

Referéncia Sequéncia dos Primers o (b) Tm (°C) on (pb) GI
F-TACAAGCGCTGTTGATATGTGGGC 24 606,08 XM_010027418

XM_010027420

EUCONS04 195

R - TGCCAATGAGGCGGATTCACAAG 24 060,26 XM_010027421
XM_010027422

F - TCCAATCCGAGTCGCTGTCATTGT 24 66,80

EUCONS08 173 XM_010068769
R - TGATGAGCCTCTCTGGTTTGACCT 24 65,80
F-AGAGGTGAAATTCCAGAAGCCCGT 24 060,57

EUCONS21 155 XM_010049323
R - CTTCCCTTTGGCTTCCGCCAATTA 24 006,07
F - AGTTTGAGGCTGCTGGAATC 20 60,81

IDH 98 XM_010064015
R - CTTGCATGCCCACACATAAC 20 60,30
F - TGGGTCACACAGGATTTTGA 20 59,64

SAND 130 XM_010045449
R - CTCCCAGCAAAAAGATCTCG 20 59,09
F - TGGAACTGTTGAGTCTGG 18 56,48

EGIDH 60 XM_010064015
R - TTAGGACCATGAATGAGGAG 20 50,47
F - GAGGGACATCTATCTCTATGAC 22 56,89

UBQ 132 XM_010071338
R - CAACAGTAAGCACACGAG 18 56,18

Ensaios de RT-qPCR

Realizaram-se ensaios preliminares de RT-qPCR para aumentar a eficiéncia das curvas de
amplificacio. Foram feitos ajustes nas concentragdes de primer ¢ de RNA, e diluigGes seriadas das
amostras geraram uma curva padrio, cuja inclinagdo foi utilizada para determinar a eficiéncia da
amplificacio dos genes (Pfaffl, 2001). Apos esses ajustes, padronizou-se as quantidades de 400 nM de
primer e 12,5 ng de RNA total para as amplificacbes em todos os ensaios. Além dessas modificagoes, foi
alterada também a temperatura e o tempo de sintese da primeira fita de cDNA, incluindo uma etapa para
o pareamento dos oligonucleotideos. Reagdes de controle (sem RNA — NTC) foram realizadas para
confirmar a especificidade do procedimento.

As reagoes de RT-qPCR foram realizadas em um equipamento SzepOne TM Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). O ensaio incluiu trés replicatas biologicas (RNA total extraido de trés plantas
diferentes) e cada réplica biolégica constituiu-se por duas replicatas técnicas. Utilizamos o conjunto de
reagentes EXPRESS One-STEP SYBR Green=ER Kit, with premixed ROX (Invitrogen) para as amplificagdes.
Esses reagentes produzem o cDNA e quantificam o transcrito em uma unica rea¢ao, em um unico tubo.

Os procedimentos adotados foram os sugeridos pelo fabricante do equipamento e do conjunto de
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reagentes, com modificagdes pontuais. O volume da reagio foi de 10 uL. e a quantidade de amostra de
RNA total foi de 12,5 ng, previamente ajustados. A etapa de produc¢io de cDNA foi realizada a 45 °C
por 30 minutos, seguida por uma etapa de pareamento dos oligonucleotideos iniciadores a 50 °C por 15
segundos, e, em seguida, a amplifica¢ao ocorreu a 60 °C por 1 minuto. Ao final da amplificagao, os dados
foram pré-analisados pelo software Step-One Plus versao 2.3 (Applied Biosystenss) e exportados para uma

planilha eletronica.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Qualidade do RNA e dos Primers

A qualidade e a integridade do RNA sao fundamentais para analises de expressao génica. As
amostras extraidas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1% e coradas com brometo de
etideo para visualizagdo e confirmacio da integridade do RNA total isolado. A eletroforese em gel de
agarose revelou que as bandas ribossomais de 28S e 18S estavam intactas e bem definidas, indicando que
o RNA nao estava degradado. Também nao foi detectada contaminagdo por gDNA, o que comprova a
alta qualidade do RNA (Figura 2).

Para verificar a qualidade e a temperatura de anelamento (Ta) ideal de cada primer, foi realizada
uma PCR convencional. Os ensaios de PCR realizados para avaliar a especificidade dos oligonucleotideos
iniciadores apresentaram resultados satisfatorios com a amplificacao de todos os primers, os quais também
apresentaram bandas nitidas e bem definidas, variando entre 75 pb e 300 pb, conforme demonstrado na

Figura 2. Esses resultados indicaram que nao houve produtos inespecificos ou contaminag¢ao na PCR.

A

20000ph 2000pb

2000pb

400pb

300pb
500pb

400pb
300pb

285 rRNA

18srRNA 200D

Figura 2. Imagem de gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo contendo a) 06 amostras de
RNA total de boa qualidade, apresentando as subunidades 28S e 18S do RNA, extraidas de tecido foliar
de eucalipto com disturbios fisiologicos; e b) indicando a temperatura de pareamento ideal para
amplificacao por PCR dos genes EUCONS04 (A4), EUCONS0S (B), EUCONS21 (C), IDH (D), SAND
(E), EGIDH (F) ¢e UBQ (G). Na figura, observa-se Kb que indica o uso do marcador de pares de bases
(Marcador 1kb DNA Ladder); e pb ao lado de cada nimero na escada que indica quantos pares de
base tem no comprimento do fragmento de DNA. Fonte: os autores.

Com base nos resultados da PCR foi possivel determinar a temperatura de pareamento ideal de

cada primer, sendo de 66 °C para os genes EUCONS04, EUCONS08, EUCONS21, IDH, SAND e
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EGIDH e de 67 °C para o gene UBQ. A PCR realizada com essas temperaturas apresentaram resultados

satisfatorios para as analises subsequentes.

Eficiéncia de amplificagio na RT-qPCR

Os sete candidatos a genes de referéncia tiveram suas estabilidades de expressdo em hibridos de
Eucahptus grandis x Eucalyptus urophylla testadas, com o objetivo de utiliza-los como normalizadores da
expressao em individuos com e sem sintomas dos distarbios fisiologicos.

A analise das curvas de amplificacdo revelou que todos os primers endogenos testados foram
considerados ideais, apresentando um padrao adequado de amplificacdo e resultados satisfatorios. Em
média, os valores de Cg para todos os genes normalizadores testados variaram entre 18 e 24 (Figura 3).

A concentragao ideal foi determinada como sendo de 400 nM para os primers e 12,5 ng de RNA.
A Figura 3 ilustra os resultados de um ensaio, demonstrando um padrao adequado de amplificacao do
gene endogeno (UBQ) nas concentragoes ideais e em diferentes amostras de RNA total de folhas de
eucalipto.

Além disso, observou-se a presenca de picos unicos nas analises da curva de ze/ting, indicando a
auséncia de dimeros e confirmando a especificidade dos amplicons, o que mostra que todos os genes

testados amplificaram apenas um fragmento especifico.
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Figura 3. Curvas de amplificagao em reagoes de RT-qPCR, mostrando a eficiéncia de amplificacido dos
sete candidatos a genes de referéncia: A) EUCONS27; B) EUCONS08; C) EUCONS04; D) IDH; E)
EGIDH; F) SAND; G) UBQ; e H) Padrio de amplificagao do gene endégeno UBQ em diferentes
amostras de RNA total de folhas de eucalipto, evidenciando a eficiéncia da amplificacdo. Na figura,
observa-se Threshold: limiar de detecgdo da amplificagao; Cycle-quantification (Cq): ntmero de ciclos em que
a fluorescéncia ultrapassa o limiar, indicando a detecgao da amplificagdo para uma quantificagiao precisa
e reprodutivel; e NTC: amostra de controle negativo (sem RINA). Fonte: os autores.

Andlise da Estabilidade da Expressiao Génica e Sele¢ao dos Genes de Referéncia
Os valores do limiar do ciclo Cq (Cycle-quantification) foram utilizados para determinar os niveis de
expressao dos sete candidatos a genes de referéncia em todas as amostras. A estabilidade da expressao de

todos os genes foi analisada utilizando os algoritmos geNorm (Vandesompele et al., 2002) e NormFinder
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(Andersen, Jensen & Orntoft, 2004). Esses algoritmos calcularam a estabilidade de expressao dos genes
candidatos e identificaram os genes de referéncia mais estaveis.

A classificagdao geral da analise de estabilidade dos genes candidatos a genes de referéncia pelo
algoritmo geNorm indicou que os genes UBQ e IDH apresentaram a maior estabilidade entre os sete
avaliados. Além disso, ao analisar os mesmos dados com o programa geNorm, o NormFinder apontou

o gene UBQ como tendo a expressao génica mais estavel (Figura 4).

=
w

B
¥

7

/

Valor de estabilidade

Valar médio de estabilidade de sxpiessio (M)

i o ] " > 3 n'r -
EGIDH EUCONS2] ' EUCONSOE  EUCONSOS SAND ';l;fll O‘b o o a* " -\':J‘
& Mo eslavel Wlais s biwer] 3

Figura 4. A) Valor médio de estabilidade de expressio (M) calculado pelo programa geNorm para os
sete genes candidatos a genes de referéncia. Os genes UBQ e IDH foram considerados os mais estaveis,
enquanto o gene EGIDH foi identificado como o mais variavel. B) Estabilidade da expressio génica
(valor de estabilidade) calculado pelo programa NormFinder dos genes de referéncia EGIDH,
EUCONS21, EUCONS08, EUCONS04, SAND, UBQ e IDH, conforme avaliagio do programa
NormFinder. Fonte: os autores.

A utilizacdo de diferentes genes enddgenos para a avaliagio de dados de expressio génica é
fundamental para aumentar a precisao da analise e fornecer resultados finais confiaveis. Assim, para
realizar a analise de expressio génica por RT-qPCR em tecidos foliares de eucalipto afetados por
disturbios fisiologicos, foram avaliados sete genes de referéncia comuns a espécies de Ewucalptus.

E importante ressaltar que a literatura especializada descreve genes para a normalizagao da
expressao génica via RT-qPCR. No entanto, a maioria desses estudos se concentra em experimentos
bidticos, com poucos relatos voltados para a comparagao entre plantas saudaveis e aquelas afetadas por
anomalias abidticas.

Para calcular a estabilidade da expressao dos genes candidatos e identificar os genes de referéncia
mais estaveis, foram empregados dois algoritmos estatisticos (geNorm e NormFinder). O geNorm ¢é um
programa que indica o gene mais estavel, caracterizado por baixa variagdao entre os genes de referéncia.
O parametro utilizado é o valor médio de estabilidade de expressao (M-value). Um valor baixo de M indica
uma expressao mais estavel. Assim, considera-se como gene de maior estabilidade aquele que apresenta
o menor valor de M, enquanto o gene com maior valor de M é considerado o mais variavel nas condi¢es

testadas. Contudo, o geNorm sempre apresentara dois genes como os mais estaveis. A partir dessas
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analises, ¢ possivel identificar um ou dois genes como mais apropriados para servir como genes de
referéncia (Vandesompele et al., 2002).

Por outro lado, o NormFinder determina o gene mais estavel com base no menor valor de
estabilidade, calculado a partir da combinagao da variagao intra e intergrupos. Esse programa gera uma
medida de estabilidade em que um valor mais baixo indica maior estabilidade na expressao génica do
respectivo gene; ou seja, quanto mais proximo de zero o valor, maior a estabilidade do gene (Andersen
et al., 2004).

De acordo com as analises do geNorm, os genes UBQ e IDH apresentaram a maior estabilidade
entre os sete avaliados. Em contrapartida, os genes EGIDH, EUCONS21, EUCONS08, EUCONS04 ¢
SAND mostraram altos valores de M, indicando que nao foram expressos de forma consistente e,
portanto, nao devem ser utilizados na normalizacao dos dados (Figura 4).

Ao analisar os mesmos dados com o programa NormFinder foi identificado que o gene UBQ
possui a expressao génica mais estavel (Figura 4). Além de indicar o gene mais estavel, o NormFinder
também sugere o par de genes cuja expressiao ¢ mais estavel em conjunto, neste caso, os genes UBQ e
IDH, conforme indicado pelo geNorm.

Os sete genes candidatos a genes enddgenos foram selecionados por terem sido utilizados ou
citados como genes de referéncia em outras abordagens com RT-qPCR (Boava et al., 2010; Moura et al.,
2012; Oliveira et al., 2012). Alguns desses estudos também demonstraram que os genes UBQ e IDH se
comportaram como os mais estaveis e foram utilizados como genes de referéncia, embora em diferentes
condi¢des experimentais. Moura et al. (2012), em um estudo com espécies de Eucalyptus submetidas a
diferentes estresses abidticos, observaram alta estabilidade de expressio para esses mesmos genes.
Almeida et al. (2010), ao analisarem a expressao de genes em E. globulus durante o enraizamento adventicio
tnvitro, detectaram que o gene IDH era um dos mais estaveis. Boava et al. (2010), em uma pesquisa com
espécies de Euwucalptus sob diferentes estresses bidticos e abioticos, verificaram alta estabilidade da
transcrigao génica em UBQ.

Por outro lado, em um estudo realizado por Martins, Freitas, Maximo e Paiva (2018) com clones
de Eucalyptus camaldulensis x Eucalyptus unrophylla sob condigoes de déficit hidrico, o gene SAND foi
considerado um dos genes de referéncia mais estaveis. Oliveira et al. (2012) identificaram os genes
EUCONS04, EUCONS08 e EUCONSZ21 como adequados para a normalizagao de estudos de expressao
no género Eucalyptus. No entanto, no presente estudo, esses foram os genes com menor estabilidade
encontrados. Esse fato corrobora o trabalho de Cassan-Wang et al. (2012), que, ao analisarem a expressao
de 21 genes em diversos 6rgaos e tecidos de Ewncaljptus em conjuntos experimentais distintos, bem como
sob varias condigdes ambientais e de desenvolvimento, demonstraram que genes frequentemente
utilizados como referéncia podem variar em seu nivel de expressio, levando a erros de interpretagao nas
analises por RT-qPCR. Isso evidencia a necessidade de testar a estabilidade dos genes de referéncia para

cada tipo e condi¢ao especifica de trabalho.
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Assim, com base na integracao dos resultados dos dois algoritmos, identificou-se que UBQ e IDH
foram os genes de referéncia mais estaveis quando todas as amostras foram analisadas em conjunto. Os
resultados sugerem que a escolha dos genes de referéncia ideais deve ser feita de acordo com as diferentes
espécies e as condi¢des especificas do experimento. Em suma, nao é possivel utilizar um gene endégeno
apenas com base na literatura; é sempre necessario testar sua estabilidade no experimento em questao.
Nesse sentido, é essencial realizar uma normalizagao adequada para garantir uma quantificagao precisa e
confiavel dos niveis de expressao dos genes alvos (Gutierrez, Giménez, Palomino & Avila, 2011; Guénin

et al., 2009; Bustin et al., 2013).

CONCLUSAO

Neste trabalho, dois programas foram utilizados para investigar a estabilidade de sete genes de
referéncia na normalizacao da expressao génica em espécies de Eucalyptus sob diversas condi¢des abibticas
de estresse. Os dados indicam que UBQ e IDH sao os genes mais estaveis e, portanto, os mais confiaveis
para serem utilizados como referéncia. Uma selecao adequada de genes de referéncia pode ajudar a
minimizar imprecisdes na analise da expressao génica. Assim, os resultados da validagao permitirao uma
normalizagao mais precisa e confiavel dos resultados de RT-qPCR para futuras analises de transcri¢ao

relacionadas ao distarbio fisiologico desta espécie.
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