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RESUMO

Genes que codificam proteinas PR-5 possuem importancia para aplicagbes
biotecnolégicas por apresentar relevante atividade antimicrobiana e conferem
resisténcia a estresses bidticos e abidticos. Estudos gendmicos em plantas do
Semiarido sdo escassos, embora os genes dessas plantas estejam evolucionamente
adaptados a regido e tenham um grande potencial para utilizagdo em programas de
melhoramento molecular de plantas. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi
prospectar genes PR-5 em cumaru Amburana cearensis (Allemao) A.C.Sm, por se
tratar de uma planta tipica da caatinga, bastante conhecida por seu uso medicinal e
madeireiro, porém geneticamente pouco estudada. Para isso, DNA total de cumaru foi
extraido a partir de folhas jovens, usando o protocolo de extragdo de CTAB; a
quantidade e qualidade do DNA extraido foram analisadas por meio de leitura em
espectrofotdmetro e eletroforese em gel de agarose; DNA de cumaru foi amplificado
por meio de reagoes em cadeia da polimerase (PCR) com diferentes combinagdes de
primers especificos para genes que codifiquem proteinas PR-5. Como resultados, o
protocolo de CTAB utilizado foi eficiente para a extragdo de DNA cumaru. O DNA de
cumaru extraido foi amplificavel por PCR, gerando fragmentos de tamanhos
esperados para genes PR-5. Os amplicons de tamanhos esperados para genes
completos do tipo PR-5 necessitam ser purificados e sequenciados, visando
comprovar a presenc¢a dos mesmos, e € a continuidade desde trabalho.

Palavras-chave: Genes de defesa. PCR. Extracado de DNA. Amburana cearensis.
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ABSTRACT

Genes encoding PR-5 proteins are important for biotechnological applications because
they present antimicrobial activity and confer resistance to biotic and abiotic stresses.
Genomic studies on Semiarid plants are scarce, although the genes of the plants are
evolutionarily adapted to the region and have great potential for use in plant molecular
breeding programs. In this context, in this work was aimed to prospect PR-5 genes in
a typical plant of the caatinga, Amburana cearensis (Allemao) A.C.Sm, well known for
its medicinal and wood use, but genetically little studied, by PCR using specific primers.
For this, total DNA was purified from from coumaru young leaves , using the CTAB
extraction protocol; The amount and purity of DNA exiracted were analyzed by
spectrophotometer reading and agarose gel electrophoresis; and Coumaru DNA was
amplified by the polymerase chain reaction (PCR) with different combinations of
primers specific for genes encoding PR-5 proteins. As results, the CTAB protocol was
efficient for an extraction of DNA cumaru. The extracted coumaru DNA was amplifiable
by PCR, generating fragments of expected length for PR-5 genes. The expected in
lenght amplicons for complete PR5-like genes need to be purified and sequenced,
aiming to prove the presence of the genes, and it is the theme for the next steps of this

work.

Keywords: Defense genes. PCR. DNA extraction.Amburana cearensis.
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1. INTRODUGAO

Plantas e animais possuem mecanismos de defesa naturais em seu sistema
imunolégico inato, que podem ser estimulados tais como as proteinas de defesa (de
Pathogenesis-Related) ou proteinas PR (LINCOLN et al., 2018). Essas proteinas
possuem atividade antimicrobiana, e antifingica bastante atraente para engenharia
genética por conferir resisténcia mediada pela expressédo constitutiva de genes PR em
plantas transgénicas. Elas acumulam-se em locais remotos ndo infectados da planta,
porém aumentam seu nivel de expresséo quando expostas a algum tipo de estresse
(SINGH et al., 2014; JIANG et al,, 2015; MILLER; ALVES; SLUYS., 2017).

Dentre as proteinas PR estdo a familia PR-5, conhecidas por taumatinas e
osmotinas. Membros desse grupo de proteinas possuem particular importancia e tém
sido descritos por exercerem eficaz atividade antifiingica, mediada por alteragbes na
bicamada lipidica do patégeno invasor, ou pela produgdo de poros transmembrana
(VANLOOM et al.,2006; EL-KEREAMY et al,, 2011; VIKTOROVA et al., 2012).
Também possuem uma carga catidnica e uma quantidade significativa de residuos
hidrofébicos que sd@o comuns a proteinas antimicrobianas, e ainda inibem a
germinacao dos esporos de fungos (GUO et al.,2016; LIU et al.,2016; STANGARLIN
etal, 2011; VIKTOROVA et al., 2012).

Aléem de sua atividade antifungica e antimicrobiana comprovada, estudos
demonstram que as proteinas PR-5, especialmente as do tipo Osmotina, atuam na
capacidade de tolerdncia a seca, e ja foi comprovado que sua superexpressdo em
plantas transgénicas proporciona uma maior tolerdncia ao estresse osmético
(PATADE et al., 2013; WEBER et al., 2014).

Na atualidade, sdo grandes as preocupagdes em relagdo a estabelecer
estratégias sustentaveis e eficientes no controle de pragas e doengas nas plantas,
visto que estas tém essencial importancia em diversos setores como a biotecnologia
aplicada a agronomia. Neste sentido, estudos sobre a resisténcia das plantas aos
patdégenos vém ganhando cada vez mais destaque. As grandes perdas na agricultura
causadas por fungos torna necessaria a busca por novas moléculas antimicrobianas,
visando reduzir a quantidade de agrotéxicos usada, os quais sdo totalmente nocivos
ao homem e ao meio ambiente.

BLIOTECH.
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A busca por novos genes para superagao de doengas ou pragas em plantas
por meio do melhoramento genético € uma técnica promissora, uma vez que a
caracterizagdo desses novos genes pode ser a solugdo para diminuir as grandes
perdas no setor agronémico, desenvolvendo cultivares que sejam mais resistentes e

ao mesmo tempo sustentaveis.

No Brasil, o Bioma Caatinga é predominante em todos os estados do Nordeste
e em uma pequena porgdo do norte de Minas Gerais. E considerado um dos Biomas
mais ricos do pais em termos de biodiversidade (IBAMA, 2009). Por ser uma regiao
com variagdes de temperatura, salinidade, baixos indices pluviométricos, a caatinga
€ uma valiosa fonte de pesquisas genéticas, principalmente no que diz respeito a
estudos de proteinas relacionadas com a defesa, visto que a vegetacdo é
constantemente exposta a estresses bidticos e abioticos caracteristicos dessa regido.

O interesse de se isolar genes PR-5 em plantas da caatinga se justifica pelo
fato de que os genes evoluem em resposta as condigées ambientais, portanto genes
desse tipo de planta apresenta adaptacao ao clima Semiarido, disponibilizando uma
promissora ferramenta para aplicacdo em estratégias do melhoramento molecular de

plantas resistentes a patdégenos e/ou a seca.

Nesse contexto, pesquisas vém sendo desenvolvidas envolvendo plantas da
caatinga e proteinas de defesa do grupo PR-5. Oliveira (2013) testou alguns
protocolos para extracdo de DNA gendmico em dez plantas tipicas da regiao
Semiarida, Abreu (2016) aponta em seus estudos que € possivel encontrar genes que
codificam proteinas PR-5 em plantas do semiarido, porém a auséncia de depésitos de
genes PR-5 de espécies vegetais da caatinga no GenBank revela necessidade de

estudos mais aprofundados de prospeccao.

A planta Amburana cearensis (Allemao) A. C. Sm, pertencente a familia
Fabaceae e subfamilia Faboideae, € uma planta tipica da regido Semiarida do
nordeste do Brasil, conhecida popularmente como amburana ou umburana de cheiro,
cumaru, cerejeira do nordeste, e cumaru do Ceara, muito utilizada na medicina
popular principalmente no tratamento de doencgas respiratorias e infecgbes (AGRA et
al., 2007). Possui uma grande concentragdo de cumarina o que aponta um grande
potencial antipatogénico (SHAFIQUE; AHMED, 2017).
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Apesar de ser uma planta com multiplas funcionalidades, a A. cearensis ainda
€ geneticamente pouco estudada, o que incrementa a importancia de estudos voltados
para esta espécie, visando desenvolver técnicas para melhoramento genético de
plantas cultivadas através de genes que codificam proteinas do grupo PR-5
semelhantes a osmotina, uma vez que esses genes participam do sistema imune inato
das plantas, € possivel que no genoma de A. cearensis estejam presentes um ou mais
genes PR-5, visto que esta planta apresenta caracteristicas de tolerancia a estresses

bidticos e abidticos, além de ser utilizada como planta medicinal e apresentar
propriedades farmacoldgicas antimicrobianas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Prospectar genes PR-5 em cumaru (Amburana cearensis), por meio de PCR

com primers especificos.

2.2 Objetivos Especificos

1. Extrair DNA total de cumaru a partir de folhas jovens, usando o protocolo de
extragao de CTAB;;

2. Analisar a quantidade e qualidade do DNA extraido, por meio de leitura em
espectrofotdmetro e eletroforese em gel de agarose;

3. Amplificar DNA de cumaru por meio de reagdes em cadeia da polimerase (PCR)
com diferentes combinagbées de primers especificos para genes que codifiquem

proteinas PR-5. .

2.3 Objetivos Académicos
1. Realizar treinamento em técnicas basicas de biologia molecular.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Proteinas relacionadas com a patogénese

Para superar ataques de fitopatégenos, as plantas desenvolvem mecanismos
de defesa capazes de conferir resisténcia aos seus tecidos, ou seja sua sobrevivéncia
depende da eficacia em gerar rapidamente substadncias com propriedades
antifungicas e antimicrobianas, quando expostas a algum agente patogénico (FISTER
et al.,2016). Segundo Laurindo e colaboradores (2018), isso indica que, durante o
ataque do patégeno a sintese de proteinas de defesa é prioridade para a planta
enquanto que outros processos sdo reduzidos como a fotossintese, até o problema
ser controlado. A ativagdo dessas respostas de defesa podem se da por meio da
inducgao sistémica pela sintese de fitoalexinas, compostos fendlicos e as proteinas PR
(proteinas relacionadas com a patogénese) que entre os fatores relacionados a
imunidade, é considerada como uma das repostas inatas mais importantes das
plantas contra o ataque de patégenos (CRUZ et al.,2016; EKCHAWING et al.,2017;
KAUR; KUMAR; REDDY.,2017).

Quando o vegetal passa por algum tipo de estresse seja ele biético ou abidtico,
receptores sdo ativados para que haja sinalizacdo do gene que pode resultar em
respostas de defesa que restringem a atividade do patégeno (MILLER; ALVES;
SLUYS., 2017). As proteinas PR principais responsaveis por essa capacidade da
planta, acumulam-se em locais remotos ndo infectados porém aumentam seu nivel de
expressao quando expostas a algum tipo de estresse (JIANG et al., 2015; NOGUEIRA
et al., 2012).

Na atualidade esse grupo de proteinas é caracterizado em 17 familias conforme
suas propriedades quimicas e atividades biolégicas abrangendo de PR-1 a PR-17
(Tabela 1) (VAN LOON et al., 2006), apresentando algumas especificidades quanto
ao seu modo de agdo como por exemplo as do grupo PR-3, PR-4,PR-8 e PR-11 sdo
classificadas como quitinases e a do grupo 2 glucanases agindo na hidrélise de quitina
e glucana que sao polimeros presentes na parede celular dos fungos, ja as proteinas
do grupo PR-5, PR-12, PR-13 e PR-14 atuam na membrana plasmatica, as PR-7 sao
endoproteinases e as PR-10 ribonucleases. (STANGARLIN, 2011).
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Tabela 1. Familias de proteinas PR e suas propriedades quimicas.

TIPO DO MEMBRO PROPRIEDADES
PR-1 Tabaco PR-12 Desconhecida
PR-2 Tabaco PR-2 B-1,3-glucanase
PR-3 Tabaco P, Q Quitinase tipo I, Il, IV, V
VI, Vil
PR-4 Tabaco “R” Quitinase tipo |, Il
PR-5 Tabaco S Thaumatina-similar
PR-6 Tabaco Inibidor | Protease-Inibidor
PR-7 Tabaco P69 Endoproteinase
PR-8 Cucumber chitinase Quitinase tipo lll
PR-9 Tabaco “lignina-forming”  Peroxidase
PR-10 Parsley “PR1" Ribonuclease
PR-11 Tabaco “class V" Quitinase tipo |
chitinase
PR-12 Radish Rs-AFP3 Defensina
PR-13 Arabidopsis THI2.1 Tionina
PR-14 Barley LTP4 Proteinas de
transferéncia de lipideos
PR-15 Barley OxOa (germin) Oxalato oxidase
PR-16 Barley OxOLP Oxalato oxidase-similar
PR-17 Tabaco PRp27 Desconhecida

Fonte: Adaptada de Van Loon et al., (2006).

3.2 Proteinas PR-5

As proteinas PR-5 também conhecidas por taumatinas e osmotinas sdo de notavel

importancia, estdo presentes no sistema imune de plantas e animais protegendo-os
quando ha interagdo da planta hospedeira com algum agente patogénico como virus,
bactérias, oomicetos e fungos, nematddeos, parasitas como o fitoplasma, insetos e
pragas (MILLER; ALVES; SLUYS., 2017; VANLOOM et al., 2006). Plantas e animais
usufruem de proteinas intracelulares do dominio de ligagdo dos nucleotideos para
detectar diversos tipos de agentes patogénicos (JONES; VANCE; DANGL., 2016).
Este grupo de proteinas possui atividade antifungica e exercem essa fungao
aumentando a permeabilidade da membrana plasmatica do patégeno invasor,
provocando alteragbes na bicamada lipidica, produzindo poros transmembrana (EL-
KEREAMY et al., 2011; VIKTOROVA et al., 2012) Também foi indicado que algumas
dessas proteinas possuem uma carga catibnica e uma quantidade significativa de
residuos hidrofébicos que sdo comuns a proteinas antimicrobianas (LIU et al., 2016).
Ainda foi demonstrado que a proteina da familia PR-5 possui atividade antifingica in
vitro e in vivo, como por exemplo, a agdo direta inibindo o crescimento do patégeno
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ou da germinagdo dos esporos (GUO et al., 2016; STANGARLIN et al., 2011:
VIKTOROVA et al., 2012).

Segundo Vandana e Bhai (2017), as proteinas PR-5 similares a taumatina, atuam
na defesa da planta contra oomicetos como Phytophthora infestans produzindo
substancias que serdo clivados na parede deste fungo invasor. A taumatina inibe o
crescimento das hifas e reduz a germinagdo de esporos provavelmente pela
permeabilizacdo da membrana do patégeno e interagdo com seus receptores, e
possui uma significativa capacidade de degradar o polimero 1,3-B-glucano sugerindo
uma atividade potencial anti-oomicetos (LAURINDO et al., 2018).

Outro gene do grupo de proteinas PR-5 é o do tipo osmotina, proteina que foi
encontrada pela primeira vez na epiderme de Nicotiana tabacum sob condigbes de
estresse osmoético. E uma proteina catidnica multifuncional que se adequou a
ambientes sujeitos a diversos estresses abidticos como temperatura, salinidade, e na
tolerancia ao estresse osmético, atuando na membrana plasmatica do vegetal quando
esta esta sob condi¢des de baixo potencial hidrico. Além disso, € uma molécula que
possui propriedades antifingicas atuantes comprovadas, ndo apenas na defesa
contra fitopatégenos, como também contra importantes contaminantes de alimento
(VANLOOM et al., 2006; VIKTOROVA et al., 2012; VIKTOROVA et al., 2016).

Recentes estudos em linhagens de pimenta preta (Piper nigrum) mostraram
que a expressao diferencial do gene PR-5 semelhante a osmotina apéds a inoculagéo
de um patégeno agressivo da espécie Phytophthora capsici tornou a planta mais
resistente (VANDANA; BHAI, 2017). Em outro estudo foi demonstrado que a
superexpressao de um gene do tipo osmotina isolado de uma erva daninha conhecida
como Maria pretinha (Solanum nigrum) confere tolerancia a seca em soja transgénica
(WEBER et al., 2014). Segundo Kumar (2016), a combinagdo de um gene PR-5 do
tipo semelhante a osmotina com o gene PR-11 do tipo quitinase superexpressos em
tomate demonstrou ser uma potencial técnica para melhoramento de culturas desse

vegetal.

3.3 Extragcdo de DNA gendémico total de plantas do Semiarido
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No melhoramento genético de plantas, a busca por métodos de extragao
eficientes que fornecam DNA integro e livre de contaminagbes e otimizagédo de
protocolos de Reagdes em Cadeia da Polimerase (PCR), sdo de essencial importancia
para garantir o sucesso das técnicas moleculares e obtengéo de bons resultados. Se
um protocolo funcionar para uma variedade de espécies de plantas, economizaria
tempo e custo no processo de melhoramento molecular de plantas (SANTOS,2009;
PATHIRANA et al., 2018).

Devido & escassez de estudos gendémicos em plantas do semiarido, pesquisas
estdo sendo desenvolvidas para otimizagdo de protocolos de extragdo de DNA nesse
tipo de vegetal. Visando estabelecer o meio mais eficaz para extragéo, Oliveira (2013),
testou trés tipos de ajustes no protocolo de extragdo pelo método de CTAB em dez
plantas da caatinga. Arruda e colaboradores (2017), também otimizou este protocolo
baseando-se em folhas da espécie Mimosa tenuiflora, buscando diminuir a quantidade
de contaminacdes no DNA extraido.

3.4 A planta Amburana cearensis (Allemao) A.C.Smith

O cumaru (Amburana cearensis), da familia Fabaceae e subfamilia Faboideae,
é uma planta nativa do Brasil tipica da regido semidrida do Nordeste. Conhecida
popularmente por cumaru-de-cheiro, cerejeira do nordeste, amburana de cheiro, e
cumaru do Ceara, é muito utilizada como planta medicinal por possuir elevado
potencial farmacolégico em suas sementes e casca do caule tendo como constituintes
a cumarina, que sao lactonas do &cido o-hidroxi-cindmico, com atividade
antinflamatéria, anticoagulante, vasodilatadora, espasmolitica, antitrombética entre
outras (LIMA et al.,2013; CANUTO et al.,2012). Possui peptideos que exercem
atividade antifingica e antimicrobiana, devido a presenc¢a de cumarina e flavonoides
em sua formacéo, que possuem esse tipo de propriedade (DOS SANTOS et al., 2010;
SA et al., 2011; DETSI; KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-LITINA., 2017). Além
disso, sua madeira & muito utilizada na carpintaria por ser resistente ao ataque de
insetos (SANTOS et al., 2007).

A importancia de buscar genes PR-5 do tipo Osmotina que apresentam

caracteristicas de resisténcia a estresses principalmente abiéticos em uma planta
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como o cumaru se da pelo fato de que € uma planta com provavel atividade
antipatogénica, que esta adaptada as condi¢gdes climaticas instaveis do semiarido
nordestino e que possivelmente possui em seu genoma potenciais caracteristicas

para serem utilizadas em melhoramento genético de plantas.
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4. MATERIAL E METODOS

41 Coleta e caracterizacdo da planta com caracteristicas genomicas
importantes no horto florestal do CES

O local da coleta foi o Horto Florestal Olho d’Agua da Bica, uma Reserva Florestal
de Caatinga que atualmente se encontra aos cuidados da Universidade Federal de
Campina Grande Campus Cuité. Foram coletadas folhas jovens da planta Amburana
cearensis, fotografadas e identificadas pelo nome popular e cientifico através de
consulta a bibliografia especializada. As folhas foram embrulhadas em papel aluminio
e levadas em cuba de isopor até o Laboratério de Biotecnologia - LBiotec do
CES/UFCG, onde ficaram armazenadas no freezer a -20° C até o momento da
extracao.

Figura 1. Vista parcial do Horto Florestal Olho D'agua da Bica,onde foram coletados as folhas da
planta A. cearensis

Fonte: Google imagens
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Figura 2. Planta Amburana cearensis (Allemao) A.C.Sm em periodo de estiagem.

Pl 0, /s
Fonte: Google imagens

4.2 Extragao de DNA total de cumaru utilizando protocolo de CTAB

Foram utilizadas 200 mg de tecido vegetal jovem de A. cearensis e maceradas
utilizando cadinho e pistilo congelados e autoclavados ao qual sera adicionado o
tampéao de extragao CTAB (CTAB 2%, NaCl 2 M, Tris-HCI pH 8,0 200 Mm, EDTA pH
8,0 20 mM), onde o CTAB tem funcado de quebra da parede celular, o NaCl & um tipo
de sal que ajuda na precipitagdo do DNA, o Tris-HC| & um agente tamponante que
evita que o DNA seja degradado por enzimas, e o EDTA age tirando os metais
presentes na parede celular. Foram recuperados aproximadamente 800 uL da
amostra em microtubos de 2 mL. Na capela de exaustdo 5 pL de B-mercaptoetanol, e
logo apés foi colocado em banho-maria por aproximadamente 30 minutos a 65°C,
voltando para capela de exaustao foi adicionado igual volume de clorofil (cloroférmio
alcool-isoamilico 24:1) para separar os acidos nucléicos das proteinas e misturados
por meio de agitagdo vigorosa por 2 minutos. Ao fim da agitagéo foi colocado na
centrifuga a 12.000 RPM durante 15 minutos o sobrenadante foi recuperado e
transferido para um novo tubo onde se adicionou Isopropanol, duas vezes o volume
da fase aquosa para que as fitas de DNA precipitassem. Aconteceu uma nova
centrifugagao a 12.000 RPM, desta vez com refrigeracao por 20 minutos. Logo apés
foi descartado o Isopropanol e 500uL e etanol 75% gelado foi utilizado para lavar o
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pellet de DNA. Por ultimo, logo ap6s o processo de secagem a temperatura ambiente,
o pellet foi ressuspendido em agua Milli-q.

Figura 3- (A) Etapa da extracdo de DNA onde acontece a separacéo de acidos nucleicos das proteinas;
(B) Visualizagdo do novelo de DNA da espécie Amburana cearensis (Allemao) A.C.Sm,

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

4.3 Eletroforese horizontal utilizando gel de agarose

O gel de agarose foi preparado a 1%. Em um erlenmeyer foi adicionado 150 mL
de T.A.E (Tris HCI 1 M, Acido acético glacial e EDTA 500 mM) 1X e 1,5 grama de
agarose, em seguida a solugao é fervida no micro-ondas por 4 minutos. Ao atingir a
temperatura considerada ideal (morno) foi acrescentado 5 pL de Brometo de etidio,
misturando cuidadosamente para que ndo forme bolhas, o gel foi vertido na cama de
eletroforese aguardando aproximadamente 30 minutos para solidificacao do gel e
retirada dos pentes, formando o que chamamos de pocos. Depois disso a cama de
eletroforese foi encaixada na cuba e as amostras de DNA extraido foram adicionadas,
juntamente com 2 uL de tampao de amostra (Ficoll tipo 400(30%), EDTA PH 8,0
(1Mm),azul de bromofenol (0,25%)) em seguida sera adicionado TAE 1x (Tris
acetato:EDTA). As condigdes de corrida para a migragcado do DNA em gel foram de
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100 Voilts durante 30 minutos. O gel foi visualizado posteriormente sob luz ultravioleta

em um transiluminador e fotodocumentado

Figura 4: Equipamento de eletroforese horizontal em funcionamento acoplado a uma fonte de

eletroforese.

Fonte: Dados da pesquisa, 2018

4.4 Quantificacao de DNA em espectrofotdmetro

Em raz&o da quantidade de DNA extraido variar de acordo com a espécie vegetal
e o protocolo utilizado, foi realizada a quantificagdo do DNA da amostra por
espectrofotometria, com concentracdo medida por leitura em densidade 6tica, no
comprimento de ondas ultravioleta. A amostra de DNA extraida foi submetida a analise
de concentragdo e pureza, determinadas através da leitura de absorbancia em 260
nm e em 280 nm (quantificagéo de proteinas) no espectrofotémetro Nanodrop 2000
(Thermo Scientific), utilizando uma pequena aliquota do produto de extragdo, somente

1 pL da amostra.

UFCG/BIBLIOTECA
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4.5 Reacoes em Cadeia da Polimerase (PCR)

Reacgdes em Cadeia da Polimerase foram feitas a partir de seis combinagdes de
primers especificos para genes PR-5 descritos no quadro 1. As sequencias dos
primers utilizados estdo indicadas na tabela 2, sendo o primer PPS1 descrito por
CAMPQOS, et al, (2002). A PCR consistiu no preparo de um Master mix para 10
reagbes de 20 L, utilizando 1 X de Tampao PCR Buffer minus Mg (Invitrogen), 1,5
mM de MgCl: (Invitrogen), 0,2 Mm de dNTPs, 0,5 mM de Primer senso (Foward), 0,5
Mm de Primer antisenso (Reverse), 1 U da enzima Tag DNA Polimerase
Recombinante (Invitrogen), e 100 ng de DNA (Este foi colocado diretamente no
microtubo). No termociclador trés fases fundamentais devem ocorrer durante a
realizagdo dos ciclos da PCR, e cada uma dessas fases necessita de diferentes
temperaturas determinadas de acordo com o tipo de DNA e Primer que esta sendo
trabalhado. Diante disso as reagdes térmicas foram realizadas da seguinte maneira :
1 ciclo de desnaturagéo inicial a 95° por um minuto, 35 ciclos de desnaturagao (95°
por 45 segundos) anelamento (50° por 30 segundos), e extensao (72° por 5 minutos).
O diagnéstico da PCR foi realizado por meio de eletroforese em gel de agarose
1%,0bservados sob luz ultravioleta e fotodocumentados, conforme descrito no item
4.3, utilizando 15 pL de cada reacgéo.

Quadro 1: Combinagdes de Primers utilizados na PCR

PRIMER SENSO (FOWARD) PRIMER ANTISENSO (REVERSE)
PPS1 PCTP2
PPS2 PCTP2
PPS2 PCTP3
PPS3 PCTP2
PPS3 PCTP3
NP1 PCTP2

Fonte: Dados da pesquisa
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Tabela 2: Sequéncias dos Primers utilizados na PCR

Primer Diregao Sequéncia de nucleotideos (5’ -3°)
PPS1 Senso (Foward) CGCGGATCCATGGGCTACTTGAGATCT
PPS2 Senso (Foward) @ CGCGGATCCATGGCTCGCTTCACTATCC

PCTP2 Antisenso CCCAAGCTTAATGCACAGGTGTTGTCC

(Reverse)
PCTP3 Antisenso CCAAAGCTTAATGHWCAKKTGTTGTCC
(Reverse)
NP1 Senso (Foward) (Campos et al., 2002)

Fonte: Dados da pesquisa



Figura 5: Termociclador (Applied Biosystems) onde foram realizadas as rea¢des em cadeia da
polimerase.

Fonte: Dados da pesquisa
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise da integridade do DNA gendmico de A. cearensis por meio de
eletroforese horizontal em gel de agarose

O protocolo de CTAB foi eficiente para extrair o DNA gendmico da planta A.
cearensis duas extragbes realizadas (Figuras 3, Tabela 3). A extragdo € um
momento extremamente importante para analises de organizagao e estrutura do
genoma de plantas, para o isolamento de genes por PCR e caracterizacao
molecular. Um DNA de qualidade, armazenado de forma adequada e devidamente
quantificado € fundamental para se obter sucesso em qualquer técnica molecular.
Contudo, esta etapa apresenta dificuldades devido a grande quantidade de
polissacarideos e fendis presentes na espécie. A coleta de material vegetal
bastante jovem e armazenamento em freezer -20°C agilizou o processo de
maceracao, mostrando a eficiéncia dessa tatica para maximizagao do rendimento
de DNA, uma vez que o LBiotec ndo dispde de Nitrogénio liquido, o que facilitaria
a preservagao do material genético integro.

O diagnéstico de qualidade do DNA extraido por meio do protocolo utilizado foi
feito através de eletroforese horizontal utilizando gel de agarose a 0,8% (Figura 6).
A partir desse procedimento foi possivel observar concentragdo, qualidade e
degradagdo do material genético extraido. As amostras de repeticdes das
extracdes apresentaram fluorescéncia nitida para duas bandas, sendo que a
superior indica a presenca de DNA integro, apesar de um arraste indicar um pouco
de degradacéo, enquanto que a banda inferor revela uma quantidade significativa
de RNA, o que pode ser explicado por nao ter sido utilizada a enzima RNase para
retirada do RNA.
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Figura 6- Eletroforese em gel de agarose 1% de amostras de DNA de A. cearensis extraido pelo
método de CTAB. (A) Primeira extragdo (B) Segunda extracéo.

Fonte: Dados da pesquisa

5.2 Andlise da quantidade e pureza do DNA por Espectrofotometria

Uma vez que os DNAs presentes nas amostras apresentaram perfil
eletroforético similar, foi realizado um mix das amostras/extragdo. As amostras
apresentaram uma meédia de concentracdo de DNA superior a 100 ng/pL com
indice 260/280 igual ou superior a 1,8 para as duas amostras o0 que indica um

valor esperado (Tabela 3).

Tabela 3: MedigGes espectrofotométricas do mix de amostras de DNA de A. cearensis extraidas
por CTAB, por meio de espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo scientific).

Amostras de DNA Concentracao de A260/280
acidos nucleicos ng/ pL

Mix de amostras da 1353,7 1.92
extragao 1

Mix de amostras da 8941 1.81
extracdo 2

Fonte: dados da pesquisa

A partir dos dados da Tabela 3 podemos notar que a quantidade de acidos

nucleicos presentes & superior a que se apresentou na eletroforese. Isso pode ser
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justificado pelo fato de que o espectrofotémetro quantifica DNA integro e degradado
e ainda as contaminagoes por RNA. A extragdo numero 1 apresentou grau de pureza
préximo ao ideal e foi escolhido portanto para a realizagdo da PCR. Segundo Mazza
e Bittencourt (2000) um DNA puro deve estar com um valor de absorbancia entre 1,8

e 2,0.
5.3 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

. Dentre as seis combinagdes de primers especificos para genes PR-5 que
foram testadas, duas delas amplificaram fragmentos de tamanho esperado (~700 pb)
para genes PR-5 completos a partir do DNA gendmico de A. cearensis , que foram
PPS1/PCTP2 e a PPS2/PCTP2 (Figura 7).

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose 1% de produtos de PCR utilizando o DNA extraido de
A. cearensis com as seguintes combinagoes de primers: PPS1/PCTP2 (1); PPS2/PCTP2 (2);
PPS2/PCTP3 (3); PPS3/PCTP2 (4) PPS3/PCTP3 (5); NP1/PCTP2 (6). Controle negativo (7) para
agua e primers; Controle positivo utilizando o gene PR-5 PaOLP, isolado de Physalis angulata
(1-6). A seta indica o tamanho aproximado de 700 pb.

cumaru gene PR-5 PaOLP
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Fonte: Dados da pesquisa

O primer PPS1 utilizado foi desenhado para anelamento em putativos genes
PR-5 com homoélogos a genes de plantas da familia Solanaceae, descrito por Campos
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et al. (2002), com o qual foi isolado os genes PR-5 SnOLP, isolado da erva daninha
Solanum nigrum e o gene PaOLP isolado de Physalis angulata, planta presente no
Horto Florestal do CES/UFCG. Além deste, também foram utilizados outros primers
especificos para genes PR-5 disponiveis no LBiotec. Os genes PR-5 consistem em
genes de defesa contra patégenos, como foi citado em pesquisa realizada com cana
de agucar por Saciloto (2003).

Uma vez que os primers utilizados sao esperados para amplificagao de genes
PR-5, este resultado demonstra que o DNA extraido de A. cearensis foi amplificavel
por PCR e que, putativamente, a presenga de genes PR-5 no genoma dessa planta.
A presenca de genes PR-5 é esperada em todas as plantas, visto que esses genes
fazem parte do sistema imune inato das plantas.

Abreu (2016) obteve sucesso na amplificagdo de fragmentos génicos de
fruteiras nativas do Semiarido utilizando primers especificos para genes que codificam
esse grupo de proteinas PR, demonstrando que esta caracteristica genémica tao
importante esta presente em plantas dessa regido. O isolamento completo desses
genes proporcionara estudos de funcionalidade, como os obtidos por Kumar (2016)
que mostraram a obtengdo de tolerancia a estresses bidticos e abiéticos apés a
superexpressao de um gene do tipo PR-5 em tomateiro.

O sequenciamento de amplicons comprovaria os resultados observados no gel
de agarose. Comprovar a presenca desse gene que confere tolerancia a diversos tipos
de estresse, em plantas de uma regido que sofre com variagbes de temperatura,
salinidade e escassez de chuvas é importantissimo para se desenvolver técnicas para
adaptacdo de plantas cultivaveis de vivam sob estas mesmas condigoes.

IUFCG/BIBLIOTECA|
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa foi possivel concluir que:

- O protocolo de CTAB utilizado é eficiente para a extragdo de DNA cumaru;

- O DNA de cumaru extraido é amplificavel por PCR, gerando fragmentos de
tamanhos esperados para genes PR-5;

- Os amplicons de tamanhos esperados para genes completos do tipo PR-5
necessitam ser purificados e sequenciados, visando comprovar a presenca dos
mesmos, e é a continuidade deste trabalho.

——
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