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Otimizacéao de primers de genes de referéncia para estudos de expresséo génica
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Uma das ferramentas que auxiliam o desenvolvimento de bananeiras resistentes/tolerantes aos principais
fatores biéticos e abioticos, é a andlise da expressao de genes candidatos em PCR em tempo real (RT-
gPCR). Entretanto, para a validagdo desses genes, é necessario também, que seja otimizado genes
normalizadores da reacdo, denominados também de genes de referéncia ou endégenos. A andlise precisa
dos resultados gerados pela gqRT-PCR esté diretamente relacionada ao gene normalizador utilizado, o qual
deve apresentar expressdo constitutiva semelhante para as diferentes amostras/tratamentos avaliados no
experimento. Existem diversos genes que podem ser utilizados como normalizadores nas andlises de
gPCR, entretanto, nem todos apresentam a mesma eficiéncia de reacdo e normalizacdo para diferentes
culturas, estadios fisioldégicos e partes da planta. A avaliacdo da amplificacdo de primers referentes aos
genes enddégenos em gel de agarose, antes do seu uso no equipamento de PCR em tempo real, é
fundamental para economia de tempo, mao de obra e o custo com o0s reagentes. Portanto, o principal
objetivo do trabalho foi testar e otimizar via PCR convencional genes normalizadores (teis ao estudo de
expressdo génica em bananeira (Musa spp.). Um total de oito primers endégenos mais utilizados para a
cultura foram selecionados da literatura. Para a otimizac@o dos primers para os genes de referéncia, foram
coletadas amostras de tecido foliar jovem de quatro genétipos de bananeira pertencentes ao BAG-Banana
da Embrapa Mandioca e Fruticultura. ApGs a coleta, procedeu-se a extracdo do RNA utilizando protocolo
CTAB modificado. A avaliacdo da qualidade e quantidade do RNA foi realizada em gel de agarose 0.8 %,
corado com brometo de etidio. O RNA foi tratado com o kit DNA Turbo-free (Ambion) para degradac¢édo do
DNA e em seguida procedeu-se & etapa de sintese de cDNA, utilizando-se o kit sintese de cDNA primeira
fita (High Capacity RNA-to-cDNA kit - Applied Biosystems). Foram testadas diferentes temperaturas de
anelamento em oito primers endogénos via PCR convencional e os fragmentos visualizadas em gel de
agarose 2%. A partir destes dados, foram identificadas as melhores temperaturas de anelamento para cada
um dos genes endogenos candidatos. As melhores temperaturas de anelamento encontradas para o0s
genes de referéncia em estudo foram: Actina 51°C, Tubulin 51°C, Ubiquitin-conjugating enzyme E2 6 (Ubc6)
53°C, Transcription initiation factor TFIID subunit 10 (Tafl0) 55°C, 25S rRNA (25SMU) 59°C, Fator de
elongagdo (EF1MU) 62°C, Ribonucleoproteina (L2MU) 61°c e Actinall (Actl1MU) 60°C. Conclui-se que
essas temperaturas podem ser consideradas ajustadas para os primers de referéncia e poderdo ser usadas
na validac@o de genes candidatos em estudos de expresséo génica em bananeira.

Significado e impacto do trabalho: Este trabalho servira de base para estudos de expresséo génica e

validagdo de genes candidatos para tolerdncia aos principais fatores bibticos e abidticos em bananeira,
contribuindo com informacdes para o melhoramento genético da cultura no desenvolvimento de variedades.

28


mailto:manda.gaby@hotmail.com
mailto:juliannamatos91@gmail.com
mailto:rmfsantos@uefs.br
mailto:andresa.ramos@embrapa.br

