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1 INTRODUÇÃO  

 

A reação em cadeia da polimerase quantitativa com transcrição reversa (RT-qPCR) é 

uma técnica versátil e amplamente utilizada nas diferentes áreas, desde a agricultura até a 

medicina, pois permite à amplificação de trechos do material genético de qualquer organismo 

alvo, o que possibilita o diagnóstico de doenças (LIU et al., 2019; PARK et al., 2019; SANTOS-

FERREIRA et al., 2020), a identificação de espécies (GHAJARBEYGI et al., 2018; 

FRÁŇOVÁ; PRIBYLOVA; KOLONIUK, 2019), a detecção de mutações (PAPIZH et al., 

2019) e o estudo de expressão gênica (HNIT et al., 2020; LIN et al., 2020; SATHEESAN et al., 

2020; ZHANG et al., 2020a). 

Estudos de expressão gênica têm sido extensivamente empregados na caracterização de 

genes, no intuito de se entender mecanismos moleculares, envolvidos em respostas fisiológicas 

e subsidiar estudos como os de transformação genética (DENG et al., 2019; KIM et al., 2019; 

WANG et al., 2019a). Entretanto a confiabilidade dos dados de expressão gênica, provenientes 

da técnica de RT-qPCR, pode ser afetada diretamente por fatores, como a integridade e pureza 

do RNA a ser utilizado, a qualidade do cDNA, eficiência dos primers e a seleção adequada de 

genes de referência (DERVEAUX; VANDESOMPELE; HELLEMANS, 2010).  

      Quanto à seleção de genes de referência, são comumente utilizados como controles 

internos, por meio dos quais é feita a normalização dos dados de expressão gênica (DOS 

SANTOS et al., 2020). Contudo é essencial que os genes propostos, como genes de referência, 

sejam validados, experimentalmente, atestando assim a estabilidade de cada gene de referência 

(BUSTIN et al., 2009; VANDESOMPELE; KUBISTA; PFAFFL, 2009). 

Dessa maneira, diferentes ferramentas já foram desenvolvidas para identificar o gene 

mais estável e, em consequência, o ideal para ser aplicado como gene de referência em estudos 

de expressão gênica (SONG et al., 2012; ROBLEDO et al., 2014; MARCELINO-

GUIMARÃES et al., 2018).  

As ferramentas mais frequentemente empregadas são: o GeNorm que calcula a 

estabilidade da expressão de genes de referência, a partir da expressão relativa, que é calculada 

com base nos valores de Cq (Ciclo de quantificação). O valor de estabilidade é definido como 

“M”, que é inversamente proporcional à estabilidade do gene avaliado (VANDENSOPELE et 

al., 2002); NormFinder utiliza a expressão relativa, assim como geNorm e é baseado, em um 

modelo matemático de expressão gênica, que possibilita estimar a variação geral dos genes 

candidatos a genes de referência, como também a variação entre os subgrupos amostrais do 

conjunto de amostras (ANDERSEN; JENSEN; ØRNTOFT, 2004); BestKeeper emprega os 

http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=6FoxR3nLcUpcnhkweNe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=693554
http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=6FoxR3nLcUpcnhkweNe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=31449775
http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=6FoxR3nLcUpcnhkweNe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=693554
http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=6FoxR3nLcUpcnhkweNe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=32076187
http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=6FoxR3nLcUpcnhkweNe&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=693554
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1046202309002461#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1046202309002461#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1046202309002461#!
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dados de Cq e calcula a estabilidade, por meio de correlações por pares, determinando a 

expressão gênica de até dez candidatos e os combina com um índice (PFAFFL et al., 2004); o 

delta-Ct comparativo determina a estabilidade de cada gene, por meio do desvio-padrão do 

delta-Ct, em que o aumento do desvio indica um aumento na variabilidade (SILVER et al., 

2006) e, por fim, o RefFinder classifica os genes de referência por meio da integração de todos 

os programas computacionais anteriormente citados (XIE et al., 2012). 

Como observado, todas as ferramentas baseiam suas análises de estabilidade nos valores 

de Cq’s. Contudo nem sempre essas informações são disponibilizadas nos artigos, o que 

dificulta a escolha do melhor gene de referência para ser aplicado em estudos de expressão 

gênica. 

 Assim, diante da importância da validação de genes de referência ao sucesso da técnica de 

RT-qPCR, o objetivo deste trabalho é resolver a problemática, por meio da ferramenta RGeasy, 

que também aplicará os valores de Cq’s no cálculo de estabilidade. Entretanto permitirá que os 

pesquisadores que desenvolvem estudos de validação de genes de referência forneçam a essa 

ferramenta informações ausentes em seus artigos, como valores de Cq’s, possibilitando a 

classificação de genes de referências, para diferentes combinações de condições, tecidos e 

espécies, muitas vezes, não abordados no trabalho publicado, o que resultará em maior alcance 

de divulgação do estudo feito pelos pesquisadores e, em decorrência, maior número de citações. 
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2 OBJETIVO 

2.1 Objetivo geral 

Desenvolver uma ferramenta (RGeasy®) de seleção de genes de referência para estudos 

de expressão gênica por RT-qPCR. 

 

2.2 Objetivos específicos 

● Validar genes de referência, por meio de novas combinações de condições e 

tratamentos, para o desenvolvimento de estudos de expressão gênica via RT-qPCR.  

 

● Disponibilizar aos usuários os conjuntos de primers com os valores de coeficiente de 

correlação (R2), eficiência (e*), número de acesso e o banco em que a sequência foi 

selecionada para as análises de expressão gênica via RT-qPCR. 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1 RT-qPCR 

 

A técnica qPCR (Reação em Cadeia de Polimerase quantitativa) surgiu, a partir da 

técnica de PCR convencional, diferenciando-se principalmente desta por possibilitar o 

monitoramento da amplificação do DNA ou cDNA (DNA complementar), em tempo real, em 

razão da detecção da fluorescência emitida pela amostra, pela adição na reação de compostos 

químicos fluorescentes (MAGALHÃES et al., 2018). No caso do uso da RT-qPCR, indica-se 

que, antes do processo de amplificação, houve a etapa de transcrição reversa, que tem por intuito 

converter o RNA em dupla fita, sendo denominado de DNA complementar (cDNA) (BUSTIN 

et al., 2009). 

Alguns autores consideram que a primeira PCR em tempo real, foi publicada em 1993, 

sendo denominada, na época, de “análise cinética da PCR” (HIGUCHI et al., 1993).  Contudo 

o brometo de etídio que era utilizado para detectar e amplificar as sequências contribuía para 

menor especificidade da técnica (VIEIRA; PEREIRA, 2018). Então, em 1996, foi publicado 

um trabalho que relatava sobre o uso de um novo corante fluorogênico intercalante de DNA, o 

SYBR Green-1, que apresentava maior especificidade por detectar quantidades menores de 

DNA (BECKER et al., 1996), favorecendo a ampla aplicação da técnica. 

Desde então, o uso da técnica tem proporcionado grandes contribuições à sociedade, 

com destaque para algumas áreas, como na Medicina, na Agricultura, na Pecuária e na Indústria. 

Na área da saúde, é feito, por exemplo, o diagnóstico de doenças, como: Febre amarela 

(SICONELLI et al, 2019); Dengue e Zika (OU et al., 2020); Chikungunya (THIRION et al., 

2019) e a COVID-19, considerada uma pandemia global, que ocasionou 2.965.707 mortes até 

a segunda semana de abril de 2021 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). O 

diagnóstico das doenças facilita o gerenciamento do surto, sendo fundamental para a prevenção 

e controle da pandemia (GAO, 2020). 

Na agricultura, as commodities agrícolas, como soja, milho, café, algodão e cana-de-

açúcar, também são alvos constantes de estudos envolvendo a técnica de RT-qPCR (FREITAS 

et al., 2019; LIANG; MA; LI, 2020; OSTROWSKI et al., 2020; RIAZ et al., 2020), no intuito 

de estudar o padrão de expressão gênica e, posteriormente, desenvolver cultivares com alto 

valor agregado melhorando características, como a resistência a doenças (MUSHTAQ et al., 

2018; PARISH et al., 2019), pragas (KHAN et al., 2018) e herbicidas (KHAN et al., 2019). 

http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=8DRkKIUnRw9Ajwjl7Zk&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=29921628
https://sciprofiles.com/profile/802526
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Na pecuária também é frequente a aplicação da técnica para a identificação de potenciais 

biomarcadores de tecidos, que são importantes a fim de melhorar a produtividade das espécies 

(IOLANNIDIS; DONADEU, 2018), detecção de patógenos (KASI et al., 2020) e identificação 

e validação de características quantitativas (QTLs) (DRAG et al., 2019). 

Já quanto ao setor industrial, essa técnica é comumente utilizada no controle de 

qualidade (SONG et al., 2019), como também em estudos sobre a biossíntese de substâncias de 

interesse industrial, como é o caso da bixina, um dos corantes mais utilizados na indústria de 

alimentos (CARBALLO-UICAB et al., 2019). 

 

3.2 Genes de referência 

 

Os genes de referência são sequências que apresentam níveis de expressão constantes 

(MARCELINO-GUIMARÃES et al., 2018), sendo, dessa maneira, utilizados como controles 

internos, possibilitando a normalização dos dados (DOS SANTOS et al., 2020). 

Ao analisar diferentes tipos de tecidos ou estádios de desenvolvimento e variações nas 

condições experimentais, podem gerar erros na quantificação e, consequentemente, reduzir a 

confiabilidade dos dados experimentais (MARCELINO-GUIMARÃES et al., 2018), o que 

torna essencial o uso de normalizadores. A normalização além de controlar as variações citadas 

anteriormente, atua também sobre as variações no rendimento da extração, possibilitando a 

comparação entre as amostras (BUSTIN et al., 2009). 

Os genes de referência mais usuais são genes envolvidos no metabolismo basal, sendo 

chamados de Housekeeping genes, como, por exemplo, RNA Ribossomal 18S (Rrna 18S), α-

tubulina (TUBA), β-actina (ACTINA), gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e 

outros. Contudo, como esses genes estão envolvidos em outros processos, também, não é 

possível garantir a sua funcionalidade e estabilidade em todas as condições (MARCELINO-

GUIMARÃES et al., 2018).  

Por isso, torna-se necessária a validação dos genes propostos como genes de referência, 

comprovando que atendem a critérios como o nível de expressão não ser alterado por fatores 

experimentais, ou seja, apresentar estabilidade e menor variabilidade de expressão possível. De 

acordo com as “The Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR 

Experiments (MIQE)”, devem ser empregados no mínimo dois genes de referência, nos estudos 

de expressão gênica, para que se possa garantir a confiabilidade e reprodutibilidade das 

informações obtidas (BUSTIN et al., 2009; MARCELINO-GUIMARÃES et al., 2018). 
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Assim, vários estudos de validação de genes de referência foram realizados em 

microrganismos (LIU et al., 2018; PENG et al., 2018), vegetais (CAO et al., 2019; HOSSAIN 

et al., 2019; WANG et al., 2019b) e animais (GROMBONI et al., 2020; MEZERA et al., 2020),  

visando determinar os genes mais adequados às diferentes condições e, por conseguinte, 

diferentes ferramentas já foram desenvolvidas para auxiliar nessa validação. 

 

3.3 Ferramentas para a análise de genes de referência 

3.3.1 geNorm 

 

O GeNorm foi proposto por Vandesompele et al. (2002), sendo uma das primeiras 

ferramentas desenvolvidas para a validação de genes de referência. A validação da ferramenta 

foi realizada, por meio de uma análise de expressão de dez genes pertencentes a diferentes 

classes funcionais e de abundância, em vários tecidos humanos, sendo determinada a sua 

expressão e estabilidade em treze diferentes tecidos (VANDESOMPELE et al., 2002; 

VANDESOMPELE; KUBISTA; PFAFFL, 2009).  

O GeNorm calcula a estabilidade da expressão de genes de referência, a partir da 

expressão relativa, que é calculada com base nos valores de Cq’s, cuja amostra com maior nível 

de expressão (menor Cq) recebe o valor 1 e os demais valores são obtidos a partir da sua 

subtração. Dessa maneira, com base nesses dados, é feita então uma variação pareada com todos 

os genes, ou seja, é analisada a variação de expressão a cada dois genes, fazendo todas as 

combinações possíveis, obtendo-se assim o desvio-padrão para cada par de genes. O valor de 

estabilidade gênica é definido como “M”, que é inversamente proporcional à estabilidade do 

gene avaliado. Assim, quanto menor o valor de “M” mais estável é a expressão gênica e, a partir 

daí, é realizada a exclusão gradual de cada um dos genes com maiores valores para “M”, 

permitindo, dessa maneira, a elaboração de um ranking com todos os genes testados 

(VANDESOMPELE et al., 2002; VANDESOMPELE; KUBISTA; PFAFFL, 2009).  

A ferramenta determina também o número mínimo de genes de referência necessários 

para se obter um fator de normalização confiável que é calculado para cada amostra. O fator de 

normalização se baseia em média geométrica e o valor de corte da variação em pares proposto 

é 0,15. Dessa maneira, ao adicionar cada gene, se o valor da variação for superior a 0,15, 

significa que ele tem um efeito significativo e, por isso, deve ser incluído no cálculo de fator de 

normalização. Assim, a ferramenta disponibiliza o gene mais adequado, como também o par de 

http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=8DRkKIUnRw9Ajwjl7Zk&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=10624209
https://bmcmolbiol.biomedcentral.com.ez6.periodicos.capes.gov.br/articles/10.1186/s12867-019-0130-2#auth-1
http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=8DRkKIUnRw9Ajwjl7Zk&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=9116860
http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=8DRkKIUnRw9Ajwjl7Zk&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=7239151
https://link-springer-com.ez6.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11240-016-1147-6#CR60
https://link-springer-com.ez6.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11240-016-1147-6#CR60
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genes com menores variações (VANDESOMPELE et al., 2002; VANDESOMPELE; 

KUBISTA; PFAFFL, 2009). 

 

3.3.2 NormFinder 

 

O NormFinder foi desenvolvido por Andersen, Jensen e Ørntoft (2004) e validado por 

meio de um experimento de RT-qPCR, realizado com amostras de pacientes com câncer de 

cólon e bexiga. Assim como o geNorm, são utilizados, nessa ferramenta, os dados de expressão 

relativa obtidos pelo Cq.   

O NormFinder calcula a variação de expressão intra e intergrupos, como também a 

estabilidade dos genes, dispondo-os em ordem decrescente. Ao estimar a variação de expressão 

intergrupos, é possível selecionar os genes mais adequados e, por meio da variação intragrupos, 

é possível identificar o número de genes que devem ser excluídos. A determinação da 

quantidade de genes a ser empregada é realizada quando a adição de um novo gene resulta em 

uma redução muito pequena na média das estimativas de variância genética (ANDERSEN; 

JENSEN; ØRNTOFT, 2004). 

 

3.3.3 Bestkeeper 

 

O Bestkeeper foi proposto por PFAFFL et al. (2004), por meio de um experimento de 

RT-qPCR, com amostras de corpos lúteos de bovinos. A ferramenta é baseada no Excel no qual 

os dados utilizados são os valores de Cq’s. O desvio-padrão e o coeficiente de variação são 

calculados, por meio dos quais são determinados os genes mais estáveis, pois, a partir do desvio-

padrão e coeficiente de variação, é definida a variação de expressão dos genes que é empregada, 

na análise de correlação pareada entre os genes de referência e o índice, que é feito por meio 

das médias geométricas dos valores de Cq’s. Quanto menor o desvio-padrão, mais estável é o 

gene, e o limite determinado ao desvio-padrão é <1, qualquer gene com um valor superior a 

isso pode ser considerado inconsistente. 

Nessa ferramenta, é possível analisar até dez genes de referência junto com dez genes- 

alvo em até cem amostras biológicas. Além disso, o conjunto de dados pode ser exportado para 

outras ferramentas diferentes dos outros softwares aqui apresentados (PFAFFL et al., 2004). 

 

https://link-springer-com.ez6.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11240-016-1147-6#CR60
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3.3.4 Delta-Ct 

 

A ferramenta Delta-Ct foi proposta pelo Silver et al. (2006) que utilizou no experimento 

de RT-qPCR, amostras de reticulócitos, o que significa o uso de uma quantidade de material 

bem pequena, pois o RNA obtido das amostras de paciente são quantidades mínimas, 

impossibilitando assim o uso dos demais softwares aqui mencionados, pelo fato de que à análise 

de expressão que envolve a padronização do mRNA inicial, é adicionada uma quantidade 

constante de RNA a cada reação de transcrição reversa. 

Por isso, foi proposta a validação dos genes de referência, por meio do Delta-Ct, que é 

semelhante ao desenvolvido por Vandesompele et al. (2002), visto que emprega variação 

pareada, porém não exige a quantificação precisa do RNA utilizado inicialmente. Esse método 

se baseia na comparação dos valores de Delta-Ct, a cada dois genes em diferentes amostras. Se 

ambos os genes apresentaram constância nos valores nas diferentes amostras, significa que 

ambos são expressos de maneira estável. Entretanto, se o Delta-Ct oscilar, indica instabilidade 

na expressão de um ou em ambos; sendo adicionado aos demais genes e a comparação por pares 

realizada, faz todas as combinações possíveis (SILVER et al., 2006). 

 

3.3.5 RefFinder  

 

O RefFinder foi desenvolvido por Xie et al. (2012) juntamente com o software 

miRDeepFinder que tem por intuito identificar e analisar a função de microRNAs de plantas. 

Assim, o RefFinder foi proposto para avaliar genes de referência à análise de expressão, 

incluindo os microRNAs. 

Na busca de se escolher de fato o melhor gene de referência, empregando tudo que os 

demais softwares aqui citados têm a oferecer, o RefFinder integra as quatro ferramentas, utiliza 

os resultados dos quatro algoritmos e indica o melhor gene de referência. Os dados que são 

utilizados no RefFinder são também os dados de Cq. Ao final, a ferramenta disponibiliza um 

ranking com os genes, segundo cada algoritmo e, a partir desses dados, propõe um ranking geral 

(XIE et al., 2012). 

 

3.4 Estudos de expressão gênica em culturas agroenergéticas 

 

Na atualidade, as principais culturas empregadas à produção de biodiesel e etanol 

mundialmente, são as culturas de soja (CONAB, 2019) e milho (VIDAL, 2020), 
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respectivamente. Visando ao melhoramento genético dessas culturas, é comum a realização de 

estudos de expressão gênica por RT-qPCR, com o objetivo de compreender melhor os 

mecanismos moleculares que controlam seus diferentes aspectos de crescimento e 

desenvolvimento.  

Como a normalização de dados, por meio de genes de referência, em estudos de expressão 

gênica é indispensável, o desenvolvimento de estudos que validem esses genes é essencial. 

Exemplo disso são os resultados obtidos, a partir de uma busca exclusiva sobre a validação de 

genes de referência, nas plataformas Web of Science e Scopus, sendo possível encontrar 14 

artigos para soja e quatro artigos para o milho no intervalo de tempo de 2008 a 2020 (Tabela 

1). 

 

Tabela 1- Resultado da busca de genes de referência, nas culturas de soja e milho, nas plataformas Web of 

Science e Scopus. 

 

Artigo 

  

 Cultura 

              

Autor 

Validation of internal control for gene expression 

study in soybean by quantitative real-time PCR 

 

Identification of Four Soybean Reference Genes for 

Gene Expression Normalization 

 

Evaluation of putative reference genes 

for gene expression normalization in soybean by 

quantitative real-time RT-PCR 

 

The use of microRNAs as reference genes for 

quantitative polymerase chain reaction in soybean 

 

Identification of reference genes for expression 

analysis by real-time quantitative PCR in drought-

stressed soybean 

 

Validation of reference genes for real-time 

quantitative PCR normalization 

in soybean developmental and germinating seeds 

 

 

Soja 

 

 

Soja 

 

 

Soja 

 

 

Soja 

 

Soja 

 

 

Soja 

 

 

Jian et al., 2008 

 

 

Libault et al., 2008 

 

 

Hu et al., 2009 

 

 

Kulcheski et al., 2010 

 

 

Stolf-Moreira et al., 

2011 

 

 

Li et al., 2012 

 

http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=7BW2lwoct31yvfh2det&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=3017294
http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=6BdQlqbwZRlAbdZDsDA&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=31954897
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Expression Stabilities of 

Candidate Reference Genes for RT-qPCR under 

Different Stress Conditions in Soybean 

 

Reference genes for quantitative real-time 

polymerase chain reaction studies in soybean plants 

under hypoxic conditions 

 

A high efficient protocol for soybean root 

transformation by Agrobacterium rhizogenes and 

most stable reference genes for RT-qPCR analysis 

 

Soja 

 

 

Soja 

 

 

Soja 

 

 

Ma et al., 2013 

 

 

 

Nakayama et al., 2014 

 

 

Kuma et al., 2015 

Reference Genes in the Pathosystem Phakopsora 

pachyrhizi/Soybean Suitable for Normalization in 

Transcript Profiling 

 

Normalization for Relative Quantification of mRNA 

and microRNA in Soybean Exposed to Various 

Abiotic Stresses 

 

Stability evaluation of reference genes 

for gene expression analysis by RT-qPCR in 

soybean under different conditions 

 

Validation of Internal Reference Genes for 

Accurate Gene Expression Analysis 

in Soybean Roots Interacted with Heterodera 

glycines and Bacillus megaterium 

 

Screening and validation of reference genes for real-

time quantitative PCR in soybean 

 

Evaluating precision and accuracy when quantifying 

different endogenous control reference genes in 

maize using real-time PCR 

 

Evaluation of candidate reference genes for qPCR in 

maize 

 

Soja 

 

 

 

Soja 

 

 

Soja 

 

 

Soja 

 

 

 

Soja 

 

 

Milho 

 

 

Milho 

 

 

Hirschburger et al., 2015 

 

 

Liu et al., 2016 

 

 

Wan et al., 2017 

 

 

 

Chen et al., 2019 

 

 

 

Zhang et al., 2020b 

 

 

Scholdberg et al., 2009 

 

 

Manoli et al., 2012 

 

 

http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=7BW2lwoct31yvfh2det&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=1873113
http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=7BW2lwoct31yvfh2det&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=4862530
http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=7BW2lwoct31yvfh2det&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=22248117
http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=6BdQlqbwZRlAbdZDsDA&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=11234688
http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=7BW2lwoct31yvfh2det&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=5466774
http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=6BdQlqbwZRlAbdZDsDA&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=5872729
http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=7BW2lwoct31yvfh2det&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=40428093
https://www-scopus-com.ez6.periodicos.capes.gov.br/authid/detail.uri?authorId=57219358977&amp;eid=2-s2.0-85092367377
https://www-scopus-com.ez6.periodicos.capes.gov.br/authid/detail.uri?authorId=8580749500&amp;eid=2-s2.0-64549147541
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0176161712001010?casa_token=A0abtrV5kPAAAAAA:CrrAoDAmwpWhXYKMxswgq9zP5GmeiFLxnj0GzrotzPPDTqtoYKlWAKQWdG11326GnfKAdrav8Vc#!
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Selection of reliable reference genes for quantitative 

real-time polymerase chain reaction studies in maize 

grains 

 

Validation of potential reference genes for qPCR in 

maize across abiotic stresses, hormone treatments, 

and tissue types 

 

 

Milho 

 

 

Milho 

Galli et al., 2013 

 

 

Lin et al., 2014 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Estudos de validação de genes de referência são também realizados para outras culturas 

agroenergéticas, como: cana-de-açúcar (YANG et al., 2016), trigo (MU et al., 2019), mandioca 

(HU et al., 2016), batata-doce (GUOLIANG et al., 2020),  colza (MACHADO et al., 2015 ) e 

dendê (CHAN et al., 2014). 

 

4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A RT-qPCR é extremamente difundida, nos mais variados setores, contudo a 

confiabilidade dos dados provenientes da técnica, para a análise de expressão gênica, pode ser 

afetada por diferentes fatores, entre eles, está a seleção adequada de genes de referência, que 

são usados para normalização dos dados. Para minimizar os erros atribuídos à seleção 

inadequada dos genes de referência, diversas ferramentas foram desenvolvidas. Entretanto 

ainda há dificuldades durante o processo de escolha do gene ideal. Diante disso, percebe-se a 

necessidade de uma ferramenta que facilite e ainda garanta a qualidade dos genes escolhidos.      

 

 

 

 

 

 

 

http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=7EYqgPFKGbj5b88M7Xm&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=1482048
http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=7EZrKxj2XqBfJhutINz&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=35125965
http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=7F1IVHfeF8rm9NyOrnP&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=10228628
http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=7F1IVHfeF8rm9NyOrnP&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=4657458
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FERRAMENTA (RGeasy®) DE ANÁLISE DE GENES DE REFERÊNCIA PARA 

ESTUDOS DE EXPRESSÃO VIA RT-qPCR 

 

RESUMO 

A quantificação da expressão gênica via RT-qPCR pode ser obtida, a partir da expressão 

relativa, que é normalizada por meio de genes de referência. Dessa forma, é essencial que os 

genes propostos como genes de referência sejam validados experimentalmente. Assim, vários 

estudos são desenvolvidos, para identificar o gene mais estável, entretanto a maioria dessas 

pesquisas validam genes a situações muito específicas, não explorando todo o potencial da 

pesquisa já realizada. Essa situação faz com que seja necessária a realização de novos 

experimentos por parte daqueles que têm interesse em analisar a expressão gênica em 

combinações de tratamentos e/ou condições não abordadas pelos pesquisadores. Neste estudo, 

apresentamos o RGeasy que visa facilitar a escolha de genes de referência, permitindo a seleção 

de genes, para maior número de combinações de tratamentos/condições que as disponibilizadas 

na literatura, por meio apenas de alguns cliques. O RGeasy foi validado com um conjunto de 

dados de Coffea arabica e Coffea canephora, porém ele poderá fornecer informações de todas 

as espécies, divididas em três categorias:  animal, vegetal e microrganismo. Além de ter acesso 

ao ranking dos genes de referência mais estáveis, para cada condição ou tratamento, o usuário 

tem acesso a um conjunto de primers para cada um dos genes selecionados. 

 

Palavras-chave: Genes endógenos. Expressão relativa. Normalização 
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ABSTRACT 

 

Gene expression through RT-qPCR can be performed by the relative quantification method, 

which requires the expression normalization through reference genes. Therefore, it is essential 

to validate, experimentally, the chosen reference genes. Thus, although there are several studies 

that are conducted to identify the most stable reference genes, most of these studies validate 

genes for very specific conditions, not exploring the whole potential of the research. It turns out 

that new experiments must be conducted for those that have interest in analyzing gene 

expression of treatments and/or conditions not explored in these studies. In this study, we 

present the software RGeasy, which aims to facilitate the selection of reference genes, allowing 

the user to choose genes for a higher number of combinations of treatments/conditions, 

compared to the ones present in the literature with just a few clicks. RGeasy was validated with 

data from gene expression studies performed in Coffea arabica and Coffea canephora, however 

it can provide information for all species from these three groups: animals, plants, and 

microorganisms. In addition to display a rank of the most stable reference genes for each 

condition or treatment, the user also has access to primer pairs for the selected reference genes.  

 

Key-words: Endogenous genes. Relative expression. Normalization. 
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1 INTRODUÇÃO  

A Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-qPCR) é considerada, há mais 

de uma década, a técnica padrão-ouro para a análise de expressão gênica, por sua alta 

sensibilidade e precisão (UDVARDI; CZECHOWSKI; SCHEIBLE, 2008; DERVEAUX; 

VANDESOMPELE; HELLEMANS, 2010).  

Visando ao melhoramento genético, é comum a realização de estudos de expressão gênica 

por RT-qPCR, em culturas agroenergéticas, como: soja (CASAROTTO et al., 2019;  

MOLINARI et al., 2020), milho (DING et al., 2019; ACOSTA-PEREZ et al., 2020), cana-de-

açúcar (NI et al., 2021; SINGH et al., 2021), sorgo (ALI et al., 2018; AKBUDAK; FILIZ; 

UYLAS, 2019), batata-doce (LI et al., 2019; GUOLIANG et al., 2021) e mandioca 

(MORGANTE et al., 2020; DOS SANTOS-SILVA et al., 2021), cujo objetivo é compreender 

melhor os mecanismos moleculares que controlam seus diferentes aspectos de crescimento e 

desenvolvimento.  

A quantificação da expressão gênica, por meio da técnica de RT-qPCR, pode ser feita, 

a partir dos métodos de expressão absoluta ou expressão relativa (ARABKARI et al., 2019). A 

expressão absoluta é definida, por meio de uma curva-padrão que é construída, utilizando-se 

geralmente um DNA plasmidial ou RNA transcrito in vitro, sendo possível determinar a 

quantidade exata de moléculas de DNA-alvo presentes na amostra (QIAGEN, 2014; 

MAGALHÃES et al., 2018; MARCELINO-GUIMARÃES et al., 2018).  

Já a expressão relativa tem seus resultados determinados por ordem de grandeza, obtidos 

por meio da comparação da amostra-alvo em relação à amostra de referência. Esse tipo de 

quantificação é preferível à análise de expressão de amostras submetidas a diferentes tipos de 

tratamentos, o que possibilita um controle de variações por meio dos genes de referência 

(MAGALHÃES et al., 2018). 

Entre os fatores que podem afetar a confiabilidade dos dados obtidos, a partir da 

expressão relativa, está a integridade e pureza do RNA a ser utilizado, a qualidade do cDNA, 

eficiência dos primers e a seleção adequada de genes de referência, uma vez que são 

empregados como normalizadores (DERVEAUX; VANDESOMPELE; HELLEMANS, 2010). 

Os genes de referência possibilitam a normalização dos dados, por apresentarem níveis 

de expressão relativamente constantes, atuando assim como controles internos (MARCELINO-

GUIMARÃES et al., 2018; DOS SANTOS et al., 2020).  Entretanto é essencial que os genes 

propostos como genes de referência sejam validados, experimentalmente, para comprovar a sua 

https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1046202309002461#!
https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1046202309002461#!
https://www-sciencedirect.ez6.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1046202309002461#!
http://apps-webofknowledge.ez6.periodicos.capes.gov.br/OutboundService.do?SID=7CUrCTvvAcjxEcegDQz&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=pt_BR&daisIds=9968149
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1046202309002461#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1046202309002461#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1046202309002461#!
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estabilidade, evitando assim a normalização imprecisa dos dados provenientes da RT-qPCR 

(FOQUET; SONG, 2020).  

Para a normalização, é utilizado o Ciclo de quantificação (Cq), que é definido como o 

ciclo, no qual o nível de fluorescência atinge o limiar, também chamado de threshold 

(MAGALHÃES et al., 2018). Atualmente, as diversas ferramentas que auxiliam na escolha dos 

genes mais estáveis utilizam os valores de Cq’s, para calcular a expressão relativa, o que não é 

o ideal, tendo em vista que esse tipo de informação nem sempre é disponibilizada nos artigos 

científicos. Diante disso, foi desenvolvida a ferramenta REFERENCE GENE EASY (RGeasy), 

que tem como alvo dois públicos. O primeiro é composto por pesquisadores que já 

desenvolveram ou desenvolvem estudos de validação de genes de referência e assim podem 

depositar os dados no banco, fornecendo as informações necessárias, para que seja possível 

disponibilizar uma classificação de genes de referência a novas combinações de 

condições/tratamentos; já  o segundo público são pesquisadores que vão desenvolver estudos 

de expressão gênica e podem pular a etapa de validação de genes de referência, pois podem 

utilizar o RGeasy (Figura 1). 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa.  

Figura 1- Manutenção e fluxo de trabalho do RGeasy. A partir do cadastro de espécies de animais, vegetais 

ou microrganismos, os pesquisadores depositam no RGeasy os dados, ou seja, valores de Cq’s que são 

imediatamente verificados. Assim, os usuários podem rodar todas as combinações de condições/tratamentos 

possíveis para cada estudo. A nova combinação de tratamentos é ranqueada pelo RefFinder (XIE et al., 

2012), e o RGeasy fornece, além do ranking com os genes de referência, um conjunto de primers validados 

para cada gene. 

 

 

 

Figura 2- Arquitetura de camadas genérica para uma aplicação web.Figura 3- Manutenção e fluxo de 

trabalho do RGeasy. A partir do cadastro de espécies de animais, vegetais ou microrganismos, os 

pesquisadores depositam no RGeasy os dados, ou seja, valores de Cq’s que são imediatamente verificados. 

Assim, os usuários podem rodar todas as combinações de condições/tratamentos possíveis para cada estudo. 

A nova combinação de tratamentos é ranqueada pelo RefFinder (XIE et al., 2012), e o RGeasy fornece, 

além do ranking com os genes de referência, um conjunto de primers validados para cada gene. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Plataforma Web 

 

O RGeasy foi criado para ser usado on-line na interface de um website. A ferramenta 

funciona, a partir da entrada de um conjunto de dados, em que são estruturados e armazenados 

em um banco de dados (PRESSMAN; MAXIM, 2019). Os dados de entrada são utilizados para 

montar uma nova combinação de tratamento que é ranqueada pelo RefFinder (XIE et al., 2012). 

 

2.1.1 Arquitetura do Sistema 

 

Para a elaboração do RGeasy, foi utilizada uma estrutura de camadas, como apresentada 

na Figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Fonte: Adaptada de Sommervile (2019). 

 

A primeira camada é composta pela “Interface baseada em Navegadores”, que 

corresponde à forma que o usuário irá visualizar o sistema, sendo definida como layout. 

Posteriormente, foram elaboradas as formas de “Autenticação e Interação com o Usuário”, para 

que seja possível o seu acesso de forma simples e segura. Em seguida, as informações de 

formulário foram cadastradas no sistema, possibilitando que as “Funcionalidades Específicas 

da Aplicação” sejam utilizadas de acordo com os dados coletados no banco de dados. 

Figura 4- Arquitetura de camadas genérica para uma aplicação web. 

 

Figura 5- Arquitetura de camadas genérica para uma aplicação web. 
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Além da arquitetura de camadas usada como infraestrutura básica, foi utilizada a 

linguagem UML para a criação de diagramas de casos de uso e diagramas de classe. O UML é 

uma representação gráfica de modelagem de software que auxilia na visualização e 

documentação do sistema por vários tipos de diagramas (VALENTE, 2020). 

 

2.1.2 Linguagens de Programação e Marcação 

A linguagem, para a implementação do RGeasy, foi PHP, na sua versão 7.4. Além da 

PHP, foram utilizadas à criação da interface do sistema as linguagens HTML, CSS e JavaScript. 

 

2.1.2.1 HTML e CSS 

 

De acordo com o site W3Techs (2021), a linguagem de marcação HTML é usada em 

92,2% de todos os sites, sendo o HTML e CSS as linguagens-base para a criação de todos os 

sites. O HTML gera todos os textos e tabelas e o CSS é o complemento para gerenciar o layout 

das páginas, com cores, fontes, alinhamentos e responsividade. As versões usadas do HTML e 

CSS são HTML5 e CSS3 (WALNUT, 2020). 

 

2.1.2.2 JavaScript 

 

A linguagem do lado do cliente, a JavaScript, foi criada em 1995, com um propósito de 

tratar as entradas de dados de formulários, antes de enviar para as linguagens de servidores da 

época, como PHP. Atualmente, o JavaScript é uma linguagem completa que pode ser usada 

como cliente e servidor (FRISBIE, 2020). 

 

2.1.2.3 PHP 

 

O PHP é uma linguagem simples e eficiente, para a criação de páginas dinâmicas em 

HTML, destacando-se por ser uma linguagem Server-Side, sendo empregada em 79,2% de 

todos os sites pesquisados (W3Techs, 2021). 

 

2.1.3 Ferramentas de Desenvolvimento 

 

2.1.3.1 UML 
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2.1.3.1.1 Diagrama de caso de uso 

 

O diagrama de casos de uso (Figura 3) é o documento em que são especificados os 

requisitos, por meio do qual é possível observar como o usuário final interage com o sistema 

em um determinado contexto. Esse contexto pode ser representado por um texto ou uma lista 

de tarefas que definem o fluxo de operações (VALENTE, 2020).  

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Já o diagrama de classes apresenta a estrutura estática de um sistema, a partir de suas 

classes (Figura 4).  

 

 

 

 

 

Figura 6- Diagrama de caso de uso 
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Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Com base nos diagramas citados, foram elaborados os diagramas de Entidade-

Relacionamento (Figura 5), que são responsáveis por representar a estrutura lógica geral do 

banco de dados (SILBERSCHATZ; KORTH; SUDARSHAN, 2020). O Diagrama Entidade-

Relacionamento do RGeasy está dividido em três grupos: tabelas de informações do 

Framework, tabelas de informação relacionadas às espécies cadastradas e às tabelas de 

permissões do sistema. 

 

Figura 4-Diagrama de classes. 
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Fonte: Dados da pesquisa. 

 

O framework fornece uma infraestrutura de código e aplica convenções para reduzir o 

código e a curva de aprendizado da ferramenta (STAUFFER, 2019). No RGeasy foi utilizado 

o framework Laravel o qual faz uso da arquitetura Model-View-Controller (MVC), que tem 

como principal vantagem a organização bem definida das camadas, ou grupos de dados. 

O gerenciamento do controle de acesso e das coleções de dados foi realizado, utilizando-

se o Sistema de Gerenciamento de Banco de dados MySQL (CORONEL et al., 2020), que 

emprega a linguagem de consulta SQL. 

 

2.2 Testes (conjuntos de dados) 

 

Para a validação da ferramenta RGeasy, utilizamos dados de café (Coffea arabica e 

Coffea canephora), fornecidos pela Universidade Federal de Lavras (UFLA). O primeiro artigo 

avaliou os tecidos de embriões somáticos, células em suspensão, calos embriogênicos e não 

Figura 5-Diagrama Entidade-Relacionamento da base de dados. 
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embriogênicos e plântulas de C. arabica (FREITAS et al., 2017). O segundo avaliou os tecidos 

de raiz, ramo, folha, flor e frutos de C. arabica e C. canephora (FERNANDES-BRUM et al., 

2017). 

Além disso, foi feito um levantamento de dados sobre estudos de validação de genes de 

referência para a análise de expressão gênica na cultura do café, nas plataformas Web of Science 

e Scopus, utilizando as palavras-chave: Gene reference / Housekeeping gene / Endogenous 

gene, RT-qPCR e Coffea.  

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Interface gráfica 

 

Na interface gráfica inicial, são disponibilizadas informações sobre os desenvolvedores 

do RGeasy, bem como o que tem a oferecer (Figura 6).  

 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Ao realizar o cadastro (Figura 7) e o login (Figura 8), o usuário tem acesso às espécies 

registradas na ferramenta clicando em “Species” na barra de navegação localizada na parte 

superior. 

 

Figura 6-Interface gráfica inicial da ferramenta RGeasy. 
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Fonte: Dados da pesquisa. 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

As espécies são separadas em três categorias: Animal, Vegetal e Microrganismo (Figura 

9).  

Fonte: Dados da pesquisa. 

Figura 7- Cadastro do usuário. 

Figura 8-Login do usuário. 

Figura 9-Categorias de espécies do RGeasy. 
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Ao clicar na espécie de interesse, são exibidos, automaticamente, todos os estudos de 

validação de genes de referência cadastrados (Figura 10). Nessa interface, o usuário tem acesso 

a cada estudo, clicando em seu nome e, abaixo de cada artigo, são exibidas as amostras 

analisadas.  

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Para definir a combinação de tratamentos ou condições desejadas, o usuário deve 

selecionar as amostras de interesse, clicando no ícone ao lado destas (Figura 10). O resultado é 

exibido instantaneamente, ao clicar em “Run RefFinder”.  Como o RGeasy emprega a 

ferramenta do RefFinder (XIE et al., 2012), para a análise de estabilidade dos genes de 

referência, na página de resultados, é gerada uma tabela com o ranking dos genes, segundo os 

seguintes algoritmos: Delta CT, Bestkeeper, Normfinder, Genorm e, por fim, RefFinder. 

Abaixo desse ranking é disponibilizado também um gráfico referente a cada algoritmo.  

Ainda, na página dos resultados, o RGeasy fornece um quadro com informações gerais 

para cada um dos genes, de acordo com o ranking de estabilidade fornecido pelo RefFinder 

(XIE et al., 2012). Para cada gene, é disponibilizado o par de primers, o coeficiente de 

correlação (R2), eficiência (e*), número de acesso e o banco em que a sequência foi selecionada. 

Todas essas informações são disponibilizadas, segundo os dados fornecidos no momento do 

registro das espécies, que é feito por pesquisadores que desenvolvem estudos de validação de 

genes de referência. 

 

 

 

Figura 10-Estudos de validação de genes de referência registrados no RGeasy. 
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3.2 Testes (conjuntos de dados) 

 

  A validação do RGeasy foi feita utilizando dados de expressão gênica no cafeeiro. 

Assim, foi realizada uma busca nas plataformas Web of Science e Scopus sobre validação de 

genes de referência, para a cultura do cafeeiro, que resultou em nove artigos, semelhante ao 

descrito por Fernandes-Brum et al. (2017). A análise criteriosa de cada um desses estudos 

permitiu observar que cinco não abordaram todas as combinações de condições ou tratamentos 

possíveis, sendo indicados na coluna “Combinações de tratamentos” da Tabela 2 como “Não 

foi avaliado”.  

A ausência dos valores de Cq’s, na maioria dos artigos, impossibilita a definição dos 

genes de referência, o que confirma a problemática apontada anteriormente. Essa situação faz 

com que seja necessária a realização de novos experimentos por parte daqueles que têm 

interesse em analisar a expressão gênica, nas combinações de condições não abordadas pelos 

pesquisadores, resultando em maior demanda de tempo e outros recursos que poderiam ser 

evitados.  

Em geral, foi possível observar que, em cada estudo em que não foram analisadas todas 

as combinações, é possível serem feitas, em média, pelo menos mais 10 combinações de 

tratamentos e condições (Apendice). 
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Tabela 2- Busca nas plataformas Web of Science e Scopus sobre validação de genes de referência para a cultura do cafeeiro. 

 

N° 

 

Artigo 

 

Espécie 

 

Tecido 

 

Condição experimental 

 

N° de genes 

testados 

 

Genes recomendados 

 

Combinações de 

tratamentos 

        

1 

 

 

 

Barsalobres-Cavallari et al. 

(2009) 

C. arabica Raiz, caule, folha, flor e 

frutos e o seu conjunto  

Condições normais Estresse 

biótico (Hemileia vastatrix) 

8 GAPDH, 14-3-3 e RPL7 

 

 

Não foi avaliado 

2 Cruz et al. (2009) C. arabica Raiz e folhas 

 

 

Estresse hídrico 

 

8 AP47, 24S e UBI9; 

GAPDH, UBQ10 e 24S 

 

Não foi avaliado 

2 Cruz et al. (2009) C. arabica Folhas 

 

Diferentes cultivares 

 

8 AP47 e GAPDH 

 

Avaliado 

2 Cruz et al. (2009) C. arabica Folhas, caules, raízes e 

frutos maduros na fase 

cereja 

 

Conjunto dos tecidos 8 UBQ10, 24S e UBI9 

 

Não foi avaliado 

3 Vieira et al. (2011) 

 

C. arabica Folhas 

 

Amostras in vitro e in planta 

 

7 40S_Rib, GADPH e Hv0

0099 

 

Avaliado 

4  Goulao et al. (2012) C. arabica Folhas 

 

Estresse pelo frio 

 

10 

 

UBQ10, GAPDH, ACT e 

EF1α 

Avaliado 

4  Goulao et al. (2012) C. arabica Folhas 

 

Estresse hídrico 

 

10 

 

GAPDH, ACT, EF1α e 

Apt 

Avaliado 

4 

 

Goulao et al. (2012) C. arabica Folhas 

 

Múltiplos estresses 

 

10 

 

UBQ10, GAPDH, ACT e 

elf-4ª 

 

Avaliado 

 

4 Goulao et al. (2012) C. arabica Folhas 

 

Diferentes cultivares 

 

10 GAPDH, UBQ10, AP47 e 

EF1α 

 

Avaliado 

 

4 Goulao et al. (2012) C. arabica Folhas 

 

Combinação de 

estresses e cultivares 

 

10 GAPHD, Cycl e UBQ10 

 

Avaliado 
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5 Figueiredo et al. (2013) 

 

C. arabica Hipocótilos 

 

Estresse biótico 

(Colletotrichum 

kahawae) em dois 

genótipos diferentes  

 

10 β-Tub9 and IDE 

 

Avaliado 

 

6 de Carvalho et al. (2013) C. arabica Folhas e raiíz 

 

Privação de nitrogênio 

 

10 MDH, EF1, GAPDH and 

EF1α 

 

Não foi avaliado 

6 de Carvalho et al. (2013) C. arabica Folhas 

 

Salinidade 

 

10 EF1, EF1α, and UBQ10 

 

Não foi avaliado 

6 de Carvalho et al. (2013) C. arabica Folhas 

 

Estresse térmico 

 

10 MDH, GAPDH, and EF1α 

 

Não foi avaliado 

7 Martins et al. (2017) 

 

C. arabica Folhas 

 

Genótipo e aumento da 

temperatura e CO2 

 

10 MDH, ACT, and S15 

 

Avaliado 

 

8 Freitas et al. (2017) 

 

C. arabica Embriões somáticos, 

células em suspensão, 

calos 47embriogênicos e 

não embiogenicos e 

plântulas 

 

- 12 24S and PP2A 

 

Não foi avaliado 

9 Fernandes-Brum et al. (2017) C. arabica Raiz, caule, folha, flor e 

fruto 

 

Estresse hídrico (WD) e 

bem irrigado (WW) 

 

12 AP47 / UBQ / RPL39 / EF

1α 

 

Não foi avaliado 

9 Fernandes-Brum et al. (2017) C. canephora Raiz, caule, folha, flor e 

fruto 

 

Bem Irrigado (WW) 

 

8 ADH2 / ACT / GAPDH / 

UBQ 

 

Não foi avaliado 

 

 Fonte: Dados da pesquisa. 
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3.3 Estudo de caso 

 

O principal objetivo da ferramenta é possibilitar a classificação de genes de 

referência, para diferentes combinações de condições e tratamentos não abordados, em 

estudos originais para cada espécie, sem a necessidade de se desenvolverem novos 

experimentos. Assim, para atestar a confiabilidade dos dados gerados a partir do RGeasy, 

utilizamos os dados de dois artigos intitulados: 1° Validation of reference genes for qPCR 

analysis of Coffea arabica L. somatic embryogenesis-related tissues e 2° A panel of the 

most suitable reference genes for RT-qPCR expression studies of coffee: screening their 

stability under different conditions, de Freitas et al. (2017) e Fernandes-Brum et al. 

(2017), respectivamente. 

Os dados de cada artigo foram inseridos na ferramenta separadamente, de acordo 

com a espécie de café estudada (C. arabica e C. canephora). Como o estudo de 

Fernandes-Brum et al. (2017) validou um conjunto de genes de referência diferente a cada 

uma das espécies, o mesmo foi registrado duas vezes. 

O estudo de Freitas et al. (2017) é constituído por cinco diferentes tecidos (embriões 

somáticos, células em suspensão (duas linhagens em seis tempos de cultura diferentes), 

calos embriogênicos e não embriogênicos e plântulas) e, por 12 genes, candidatos a genes 

de referência, resultando em um total de 1.728 amostras (contabilizando repetições 

biológicas e triplicatas técnicas). 

Já pesquisa de Fernandes-Brum et al. (2017) analisou cinco tecidos (raiz, ramo, 

folha, flor e frutos), para as duas espécies de café, porém, para C. arabica, os tecidos de 

raiz, ramo, folha foram submetidos a duas diferentes condições (estresse hídrico e 

irrigação) e os tecidos de flor e fruto foram analisados somente para a condição irrigada. 

Foi analisada a estabilidade de 12 genes candidatos a genes de referência, totalizando 864 

amostras para C. arabica. Para a espécie de C. canephora, foram avaliados a estabilidade 

de oito genes nos cinco tecidos apenas na condição irrigada, resultando em 360 amostras 

(contabilizando repetições biológicas e triplicatas técnicas). 

Para confirmar o funcionamento da ferramenta, após o registro dos dados, foi 

verificado se o resultado gerado a partir do RGeasy corrobora com os descritos, em cada 

um dos artigos, para as combinações já estudadas. Essa análise permitiu comprovar a 

eficiência da ferramenta, uma vez que todos os resultados foram os mesmos, como 

demonstrado na Figura 11 para os dados de C. canephora. 
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Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Posteriormente, foram analisadas combinações não avaliadas nos estudos originais. 

Na pesquisa desenvolvida por Freitas et al. (2017), foi possível analisar 16 novas 

combinações (Tabela 3). Tendo em vista que, de acordo com as Diretrizes da Informação 

Mínima para a Publicação de Experimentos de PCR em Tempo Real (MIQE), devem ser 

empregados, no mínimo, dois genes de referência, nos estudos de expressão gênica, para 

que se possa garantir a confiabilidade e reprodutibilidade das informações obtidas 

(BUSTIN et al., 2009; MARCELINO-GUIMARÃES et al., 2018), foi disponibilizado, 

nas Tabelas 3, 4 e 5, somente os dois genes de referência mais estáveis para cada nova 

combinação. 

Dos 12 genes testados por Freitas et al. (2017), oito estavam entre os dois genes 

mais estáveis para algumas das novas combinações. Desses oito genes, apenas o gene 

UBQ foi classificado como estável somente uma vez. Foi possível observar, também, que, 

de forma geral, os genes 24S e PP2A foram os mais estáveis para as combinações 

constituídas pelas amostras de embriões somáticos. Contudo as demais combinações 

resultaram em um par de genes específicos (Tabela 3), indicando a importância da 

validação dos genes candidatos a genes de referência para cada condição.  

Figura 11-Ranking gerado no RGeasy para as amostras de C. canephora analisadas por Fernandes-Brum et 

al. (2017). 
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Tabela 3 - Seleção de genes de referência, utilizando a ferramenta RGeasy, por meio de uma nova 

combinação de tratamentos ranqueados pela ferramenta RefFinder (XIE et al., 2012) do estudo 

desenvolvido por Freitas et al. (2017). 

Combinação de tratamentos Gene 

Embriões somáticos e calos embriogênicos 

 

PP2A / 24S 

 

Embriões somáticos e calos não embriogênicos 24S / PP2A 

 

Embriões somáticos e plântulas PP2A / EF1a 

 

Embriões somáticos, calos embriogênicos e não embriogênicos 

 

PP2A / 24S 

 

Embriões somáticos, células em suspensão, calos embriogênicos e não 

embriogênicos 

 

24S / PP2A 

 

Embriões somáticos, células em suspensão, calos embriogênicos e 

plântulas 

 

24S / PP2A 

 

Embriões somáticos, calos embriogênicos, não embriogênicos e 

plântulas 

 

24S / PP2A 

 

Células em suspensão e calos embriogênicos ACT / APRT 

 

Células em suspensão e calos não embriogênicos APRT / EF1a 

 

Células em suspensão e plântulas TUB / ACT 

 

Células em suspensão, calos embriogênicos e não embriogênicos  

 

EF1a / APRT 

 

Células em suspensão, calos embriogênicos plântulas 

 

ACT / TUB 

Células em suspensão, calos embriogênicos, não embriogênicos e 

plântulas 

 

TUB / EF1a 

 

Calos embriogênicos e plântulas 

 

RPL39 / 24S 

Calos não embriogênicos e plântulas 

 

UBQ / PP2A 

 

Calos embriogênicos, não embriogênicos e plântulas 

 

RPL39 / 24S  

 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Em relação à pesquisa de Fernandes-Brum et al. (2017) para a espécie de C. arabica 

e C. canephora, foi possível analisar, respectivamente, 27 e 21 novas combinações 

(Tabelas 4 e 5). 

Os resultados para os tecidos de C. arabica mostraram que, para as duas novas 

combinações nas condições unificadas (water-deficit / well-watered), os genes mais 
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estáveis foram o AP47 e o RPL39 (Tabela 4), semelhante ao indicado também por 

Fernandes-Brum et al. (2017) em outras combinações nessas condições.  

Para a condição de estresse hídrico, foi possível propor três novas combinações, 

nas quais quatro dos 12 genes de referência analisados apresentaram-se como os mais 

estáveis (Tabela 4). Dos quatro genes indicados, três (AP47/ UBQ/ RPL39) foram 

semelhantes aos resultados descritos por Fernandes-Brum et al. (2017) na condição de 

estresse hídrico, porém o gene 24S indicado para a combinação de “Raiz e Ramo” não 

havia sido relatado. 

 Quanto à condição bem irrigada, foram analisadas 22 novas combinações, em que 

nove dos 12 genes de referência foram relatados pelo menos em uma das combinações 

propostas (Tabela 4). O gene 14.3.3 e CYCL, por exemplo, foram relatados por 

Fernandes-Brum et al. (2017), exclusivamente, para os tecidos de folha e flor, 

respectivamente. Já em nossos resultados, o gene 14.3.3 foi o mais estável, para a 

combinação de “Raiz e Flor”, não estando entre os dois genes mais estáveis para nenhuma 

combinação constituída por folha, e o gene CYCL foi sugerido para a combinação dos 

tecidos “Ramo e Fruto”, não sendo apropriado para nenhuma das combinações 

constituídas por flor.  

Nossas análises revelaram também que o gene APT1, indicado apenas para o tecido 

de fruto (Fernandes-Brum et al., 2017), apresentou-se como um dos genes mais estáveis 

para nove combinações das vinte duas apresentadas para C. arabica em condição bem 

irrigada (Tabela 4).  

 
Tabela 4 - Seleção de genes de referência, utilizando a ferramenta RGeasy, por meio de uma nova 

combinação de tratamentos ranqueados pela ferramenta RefFinder (XIE et al., 2012) do estudo 

desenvolvido por Fernandes-Brum et al. (2017) para a espécie de C. arabica. 

Combinação de tratamentos Gene 

Raiz e Ramo (water-deficit / well-watered)  

 

AP47 / RPL39 

Folha e Ramo (water-deficit /well-watered)  

 

AP47 / RPL39 

Raiz e Ramo (water-deficit) 

 

AP47 / 24S 

Raiz e Folha (water-deficit) 

 

UBQ / RPL39 

Ramo e Folha (water-deficit) 

 

RPL39 / AP47 

Raiz e Ramo (well-watered) 

 

RPL39 / ACT 
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Raiz e Folha (well-watered) 

 

AP47 / RPL39 

Raiz e Flor (well-watered) 

 

14.3.3 / RPL39 

Raiz e Fruto (well-watered) 

 

APT1 / RPL39 

Raiz, Ramo e Folha (well-watered) 

 

RPL39 / AP47 

Raiz, Ramo e Flor (well-watered) 

 

APT1 / ACT 

Raiz, Ramo e Fruto (well-watered) 

 

APT1 / AP47 

Raiz, Folha e Flor (well-watered) 

 

24S / RPL39 

Raiz, Folha e Fruto (well-watered) 

 

RPL39 / AP47 

Raiz, Flor e Fruto (well-watered) 

 

APT1 / RPL39 

Raiz, Ramo, Folha e Flor (well-watered) 

 

AP47 / UBQ 

Raiz, Ramo, Folha e Fruto (well-watered) 

 

AP47 / RPL39 

Raiz, Ramo, Flor e Fruto (well-watered) 

 

APT1 / AP47 

Raiz, Folha, Flor e Fruto (well-watered) 

 

AP47 / RPL39 

Ramo e Folha (well-watered) 

 

RPL39 / PP2A 

Ramo e Flor (well-watered) 

 

APT1 / AP47 

Ramo e Fruto (well-watered) 

 

APT1 / CYCL 

Ramo, Flor e Fruto (well-watered) 

 

APT1 / AP47 

Folha e Flor (well-watered) 

 

AP47 / PP2A 

Folha e Fruto (well-watered) 

 

AP47 / RPL39 

Folha, Flor e Fruto (well-watered) 

 

AP47 / UBQ 

Flor e Fruto (well-watered) 

 

AP47 / APT1 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 
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Segundo Fernandes-Brum et al. (2017), dos oito genes de referência testados para 

os tecidos de C. canephora, cinco (ADH2, ACT, UBQ, RPL7e PSAB) foram identificados 

como estáveis nos tecidos analisados individualmente. Contudo, na análise feita a partir 

do RGeasy, para novas combinações, o gene RPL7 não foi relatado.  Além disso, a análise 

revelou que o gene ADH2 não está entre os dois genes mais estáveis apenas para quatro 

das 21 combinações (Tabela 5). 

 

Tabela 5 - Seleção de genes de referência, utilizando a ferramenta RGeasy, por meio de uma nova 

combinação de tratamentos ranqueados pela ferramenta RefFinder (XIE et al., 2012) do estudo 

desenvolvido por Fernandes-Brum et al. (2017) para a espécie de C. canephora. 

Combinação de tratamentos  Gene  

Raiz e Ramo ADH2 / ACT 

Raiz e Folha ACT / ADH2 

Raiz e Flor ADH2 / ACT 

Raiz e Fruto ACT / ADH2 

Raiz, Ramo e Folha ADH2 / ACT 

Raiz, Ramo e Flor ADH2 / ACT 

Raiz, Ramo e Fruto ACT / ADH2 

Raiz, Folha e Flor ADH2 / ACT 

Raiz, Folha e Fruto ACT / ADH2 

Raiz, Ramo, Folha e Flor ADH2 / ACT 

Raiz, Ramo, Folha e Fruto ADH2 / ACT 

Ramo e Folha PSAB / ADH2 

Ramo e Flor PSAB / ADH2 

Ramo e Fruto UBQ / ACT 

Ramo, Folha e Flor PSAB / ADH2 

Ramo, Folha e Fruto UBQ / ACT 

Ramo, Folha, Flor e Fruto UBQ / ADH2 

Folha e Flor ADH2 / PSAB 

Folha e Fruto UBQ / ADH2 

Folha, Flor e Fruto UBQ / PSAB 

Flor e Fruto UBQ / PSAB 
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Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Como citado anteriormente, além da classificação de genes de referência, o RGeasy 

disponibiliza um par de primers validados experimentalmente para cada um dos genes 

analisados (Figura 12), minimizando, dessa forma, mais um fator que pode afetar 

diretamente a confiabilidade dos dados da RT-qPCR (BUSTIN et al., 2009). 

 

  

 Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Além disso, ressalta-se que a ferramenta RGeasy poderá ser utilizada à análise de 

genes de referência, para diferentes espécies, divididas nas categorias animal, vegetal e 

microrganismo. Pode ser empregada como, por exemplo, para as culturas de soja e milho, 

que, na atualidade, são as principais culturas usadas na produção de biodiesel e etanol 

mundialmente (OECD/FAO, 2019; USDA, 2020). Nas plataformas Web of science e 

Scopus, são disponibilizados 14 e quatro artigos sobre validação de genes de referência, 

para as culturas de soja e milho, respectivamente, dentro do intervalo de 2008 a 2020 e, 

entre esses trabalhos, há aqueles que não foram explorados em sua totalidade. 

 

4 CONCLUSÃO 

 

O banco de dados do RGeasy permite a seleção de genes de referência a um maior 

número de combinações de tratamentos/condições do que é possível extrair de artigos 

Figura 12-Informações gerais de cada gene disponibilizada pelo RGeasy. 
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publicados, com apenas alguns cliques. Este estudo mostra como o RGeasy é uma 

ferramenta que irá revolucionar o campo de pesquisa, no que diz respeito à seleção de 

genes de referência ao desenvolvimento de estudos de expressão gênica via RT-qPCR. 

Por meio dessa ferramenta, a etapa do desenvolvimento de experimentos de genes de 

referência, para muitos organismos (animais, vegetais e microrganismos), pode ser 

pulada, pois os dados publicados são explorados em sua totalidade, reduzindo o uso de 

recursos financeiros e diminuindo o tempo necessário à realização de estudos via RT-

qPCR, bem como pode proporcionar maior divulgação dos artigos publicados.  
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APENDICE 

 

Tabela 6-Combinações de tratamentos/condições não exploradas nos artigos de validação de genes de 

referência para o gênero Coffea. 

Artigo 

 

Autor Espécie Combinações não exploradas 

 

 

 

 

 

 

 

 

Identification of suitable internal 

control genes for 60rábica60on. 

studies in Coffea 60rábica under 

60rábica60o experimental 

conditions 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Barsalobres-Cavallari et 

al. (2009) 

 

 

 

 

 

 

 

 

C. arábica  

- Raiz e Caule 

- Raiz e Folha 

- Raiz e Flor 

- Raiz e Fruto 

- Raiz, Caule e Folha  

- Raiz, Caule e Flor 

- Raiz, Caule e Fruto 

- Raiz, Caule, Folha e Flor 

- Raiz, Caule, Folha e Fruto 

- Caule e Folha 

- Caule e Flor 

- Caule e Fruto 

- Caule, Folha e Flor 

- Caule, Folha e Fruto 

- Caule, Folha, Flor e Fruto 

- Folha e Flor 

- Folha e Fruto 

- Folha, Flor e Fruto 

- Flor e Fruto 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Raízes e Folhas com estresse 

hídrico  

- Folhas 

- Caules 

- Raízes 

- Frutos maduros 
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Evaluation of coffee reference 

genes for relative 61rábica61on. 

studies by quantitative real-time 

RT-PCR 

 

 

 

Cruz et al. (2009) 

 

 

C. arábica  

- Folhas e Caules 

- Folhas e Raízes 

- Folhas e Frutos maduros 

- Folhas, Caules e Raízes 

-Folhas, Caules e Frutos maduros 

-Folhas, Raízes e Frutos maduros 

- Caules e Raízes 

- Caules e Frutos maduros 

-Caules, Raízes e Frutos maduros 

- Raízes e Frutos maduros 

 

 

Nitrogen Starvation, Salt and Heat 

Stress in Coffee (Coffea arabica 

L.): Identification and Validation of 

New Genes for qPCR 

Normalization 

 

 

 

 

 

 

de Carvalho et al. (2013) 

 

 

 

C. arabica 

-Folhas em privação de nitrogênio 

e folhas em condição salina 

-Folhas em privação de nitrogênio 

e folhas em estresse térmico 

-Folhas em condição salina 

e Folhas em estresse térmico 

- Folhas em privação de 

nitrogênio, folhas em condição 

salina e folhas em estresse 

térmico. 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 


