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RESUMO - A Mancha preta dos citros, causada pelo fungo
Phyllosticta citricarpa, € uma das principais doengas no cenario
citricola. Apesar da sua importancia, estudos sobre a modulagéo
da expressao génica na interacdo patégeno-hospedeiro séo
escassos. O PCR guantitativo em tempo real € uma importante
ferramenta para esse tipo de estudo. Contudo, a acuracia dessa
técnica depende do uso apropriado de genes de referéncia. O
objetivo do trabalho foi avaliar a estabilidade de genes de
referéncia, os quais j4 apresentaram expressao constitutiva em
citros sob diversos estresses. Os genes avaliados foram: FBOX;
SAND; GAPC2; ACT2; UPL7; PTB1; TUB; EF1a, analisados em
diferentes estagios de infeccdo do fungo em Citrus sinensis (L.)
Osb. A estabilidade desses genes foi determinada de acordo
com o algoritmo geNorm, qual determina o fator de estabilidade
do gene normalizador (M). Nossos resultados mostraram que
todos o0s genes apresentaram estabilidade nas condicbes
avaliadas, porém o mais instavel foi SAND e os melhores
candidatos foram EF1K e GAPC, sendo entdo considerados 0s
genes mais indicados para a normalizacdo em avaliacdes da
expressao génica de citros desafiados com P. citricarpa. Outra
avaliacao foi a andlise de variacdo aos pares de todos 0s genes
candidatos. Essa andlise € de extrema importancia para verificar
a quantidade de genes de referéncia necessérios para a analise
ser confidvel. Nossos resultados demonstraram que dois genes
normalizadores mais estaveis sao suficientes para normalizar os

dados de expresséo, visto que o valor V2/3 ficou abaixo de 0.15,



11° Congresso Interinstitucional de Iniciagdo Cientifica — CIIC 2017
02 a 04 de agosto de 2017 — Campinas, Sao Paulo
ISBN 978-85-7029-141-7

ndo havendo a necessidade de inclusdo de um terceiro gene

normalizador.
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The black spot of citrus, caused by the fungus
Phyllosticta citricarpa, is one of the main diseases in the citrus
scenario. Despite their importance, studies on the modulation of
gene expression in pathogen-host interaction are scarce. Real-
time quantitative PCR is an important tool for this type of study.
However, the accuracy of this technique depends on the
appropriate use of reference genes. The objective of this work
was to evaluate the stability of reference genes, which already
presented constitutive expression in citrus under different
stresses. The evaluated genes were: FBOX; SAND; GAPC2;
ACT2; UPL7; PTB1; TUB; EF1a, analyzed in different stages of
fungus infection in Citrus sinensis (L.) Osb. The stability of these
genes was determined according to the geNorm algorithm, which
determines the stability factor of the normalizing gene (M). Our
results showed that all genes presented stability under the
conditions evaluated, but the most unstable was SAND and the
best candidates were EF1K and GAPC, being considered the
most indicated genes for the normalization in evaluations of the
gene expression of citrus challenged with P. citricarpa. Another
evaluation was the peer-to-peer analysis of all candidate genes.
This analysis is extremely important to verify the amount of
reference genes required for the analysis to be reliable. Our
results demonstrated that two more stable normalizing genes are
sufficient to normalize the expression data, since the V2/3 value
was below 0.15 and there was no need to include a third

normalizing gene.
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