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RESUMO:

O uso de genes de referéncia é um método simples e popular para normalizar dados em Reacdo em Cadeia da
Polimerase quantitativa em Tempo Real (qPCR), a partir de comparacGes da diferenca de quantificacdo entre um
gene de interesse e um gene de referéncia. Teoricamente, genes de referéncias ideais devem apresentar fungdes
celulares bésicas e ter baixa variabilidade na expressdo através dos tecidos e condi¢fes experimentais. Sendo
assim, a selecdo de genes de referéncia confidveis é essencial para normalizar e interpretar corretamente 0s
resultados da gPCR. Atualmente, tém sido utilizadas metodologias in silico para identificacdo de candidatos a
genes de referéncia ideais para cada situacao experimental a partir de dados de RNA-seq. O objetivo deste trabalho
foi empregar um conjunto de metodologias in silico para identificacdo de novos genes candidatos a referéncia em
odcitos e blastocistos bubalinos produzidos in vitro. Para tanto, foram utilizados dados de RNA-seq normalizados
em Reads Per Kilobase Million (RPKM) para calcular os valores de coeficiente de variagdo (CV), Maximo fold
change (MFC), e o indice de Gini (IG) a fim de medir a desigualdade nos niveis de expressdo de cada gene entre
as amostras. Durante a sele¢do, foram necessarias duas etapas de filtragens dos dados. Na primeira etapa, foram
selecionados 184 genes que apresentaram expressao estavel entre as amostras, foram considerados genes estaveis
aqueles com os menores valores de CV (<3%), MFC (<2) e IG (<1). A segunda etapa consistiu na selecdo de 18
genes que apresentaram expressao estavel e moderada ou alta entre as amostras, foi definido como valor minimo
0 RPKM >40. Do total de 8.649 genes em odcitos e embriBes de bufalo, dezoito (NACC2, ZNF106, DDX28,
MED4, THUMPD1, IRF2BP2, ELK1, QKI, EFTUD2, RAPGEF1, RAPGEF1, CCNYL1, PJA2, NUP58, GOLT1B,
TTC4, GNL3 e PRR14L) apresentaram valores de expressdo estaveis e foram selecionados como candidatos a
genes de referéncia, os quais serdo validados por meio da qPCR, a fim de contribuir em futuros trabalhos sobre o
desenvolvimento embrionario da espécie bubalina.

PALAVRAS-CHAVE: gPCR; RNA-seq; genes de referéncia.

1 Link do Video: https://youtu.be/lIE9q_grO70
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