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RESUMO 

 

A utilização de genes ortólogos possibilita a prospecção e identificação de genes para 

espécies que não possuem sequências depositadas nos bancos de dados genômicos. A obtenção 

de genes relacionados à tolerância ao estresse hídrico em forrageiras nativas do Nordeste é 

importante no contexto de precipitações pluviais baixas e mal distribuídas na região. O objetivo 

deste trabalho foi verificar por meio de PCR a presença de ortólogos aos genes LEA, HSP70 e 

DREB envolvidos na resposta ao estresse hídrico em Alfafa (Medicago truncatula nas 

forrageiras nativas Angico de Bezerro (Pityrocarpa monoliformis) e Pau-Ferro (Caesalpinia 

férrea). Através da reação da polimerase em cadeia (PCR) e eletroforese em gel de agarose, foi 

possível obter a confirmação que os genes HSP70, LEA e DREB estão presentes nas forrageiras 

consideradas, com boa eficiência de amplificação da PCR, possibilitando sua utilização em 

estudos de expressão gênica.   

 

PALAVRAS-CHAVE: homólogos, sequências, prospecção 

 

 

INTRODUÇÃO 

  

O estresse hídrico é um dos principais fatores responsável por perdas consideráveis nas 

lavouras. Assim, a prospecção de genes associados às redes moleculares de respostas a esse 

fator adverso têm sido um desafio para a ciência, já que são fundamentais para o 

desenvolvimento de estratégias de melhoramento visando à obtenção de plantas tolerantes. O 

enorme acúmulo de sequências de DNA e proteínas em bancos de dados públicos tem 

possibilitado a elucidação da função e expressão de novos genes (BINNECK, 2004), bem como 

o estudo de espécies, como as forrageiras nativas, que não foram sequenciadas, identificando 

genes de interesse por homologia com sequências encontradas para outras espécies nos bancos 

de dados genômicos (LINHART; SHAMIR, 2002).  

Os genes originados de um mesmo gene ancestral são denominados de ortólogos. 

Devido à ancestralidade comum, esses genes expressam proteínas similares e desempenham 

funções análogas (MENEZES NETO, 2102).  O uso de genes ortólogos pode ajudar a 

identificar e analisar a expressão de genes envolvidos na resistência ao déficit hídrico em 

forrageiras nativas do Semiárido nordestino. As sequências e funções de alguns desses genes se 

encontram nos bancos de dados públicos para outras espécies relacionadas evolutivamente com 

as forrageiras. Através de alinhamentos múltiplos dessas sequências, pode-se determinar sítios 

conservados para desenho de primers, possibilitando a amplificação por PCR (reação em cadeia 

da polimerase) convencional ou estudos de expressão gênica através da PCR quantitativa em 

tempo real (MALONE et al., 2006). 
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O objetivo deste trabalho foi verificar por meio de PCR a presença de ortólogos aos 

genes LEA, HSP70 e DREB envolvidos na resposta ao estresse hídrico em Alfafa (Medicago 

truncatula) nas forrageiras nativas Angico de Bezerro (Pityrocarpa monoliformis) e Pau-Ferro 

(Caesalpinia férrea).  

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 
 

A Tabela 1 mostra as sequências dos primers utilizados na amplificação dos genes 

(LEA, HSP70 e DREB). As sequências dos genes foram obtidas a partir de buscas no GenBank 

disponível no NCBI (National Center for Biotechnology Information), sendo posteriormente 

analisadas para obtenção de regiões conservadas para o desenho dos primers. 

O par de primers de cada um dos genes foi testado em três acessos de forrageiras nativas 

da Embrapa Meio-Norte: dois de Angico de Bezerro (Ang.B1 e Ang.B2) e um de Pau-Ferro 

(PF3). As reações de PCR foram preparadas para 10µL/individuo, contendo concentrações de 

reagentes: 1x PCR buffer (Invitrogen); 2,5mM de MgCl2 (Invitrogen); 0.5mM de dNTP’s 

(Invitrogen); 0.25µM de cada primer; 1µL de DNA; 0.3 unidades de Taq DNA Polimerase 

(Invitrogen) e água ultrapura q.s.p 10 µL. 

 

 

Tabela 1: Primers para os genes ortólogos envolvidos na resposta ao déficit hídrico. 

 

As amplificações foram realizadas em termociclador VeritiTM 96 Well Thermal Cycler 

(Applied Biosystems) sob as seguintes condições: fase inicial de desnaturação de 1 minuto a 

94°C, seguida de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C para desnaturação, 30 segundos para 

temperatura de anelamento, 30 segundos a 72°C para extensão e uma extensão final de 3 

minutos a 72°C. As temperaturas de anelamento foram obtidas subtraindo 5°C da menor 

temperatura de melting do par de cada primer. Os produtos foram pré-corados com GelRed® 

10.000X diluído (1:1000) aplicando 1µL em cada amostra e separados por eletroforese em gel 

de agarose (1,5%), conduzida a 60V por 2 horas.  

   

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Os primers desenhados a partir de regiões conservadas de genes ortólogos de resistência 

ao déficit hídrico para Alfafa, (sem vírgula) encontraram sítio de anelamento nas amostras de 

DNA genômico de Angico de Bezerro e Pau-Ferro (Figura 1). Os genes LEA, HSP e DREB 

amplificaram o tamanho correspondente do amplicon da Tabela 1. Para os genes LEA e HSP 

não houve a ocorrência de amplificações inespecíficas. Para o gene DREB, ocorreram bandas 

inespecíficas para os acessos Ang.B1 e PF3.  A imagem do gel da Figura 1 mostra que as 

reações de PCR aconteceram com ótima eficiência, amplificando bandas específicas intensas. 

 A obtenção de bandas bem definidas e intensas é de grande importância para estudos 

posteriores de expressão gênica envolvendo a técnica de PCR quantitativa em tempo real. O 

GENE ORIGEM PRIMERS SENSO/ANTISSENSO TAM. TM 
(ºC) 

%GC T. 
AMPLICON 

HSP 
Alfafa 5' GTCGTCACTGTCCCTGCTTACTT 3' 23 bp 58,5 52 

168 bp 
 5’ CAACACGTTCTTCTCACCAACACT 3’ 24 bp 59,2 46 

LEA 
Alfafa 5’ ATGACATTGGTGAGAAGATTGAGG 3’ 24 pb 58,1 42 

151 bp 
 5’ AAAGGAATTGGCACCGGATT 3’ 20 bp 59,3 45 

DREB 
Alfafa 5’ GGAAATGGGTTGCTGAGATTAGG 3’ 23 bp 59,8 48 

123 bp 
 5’ AAGGACCATACATGGCTCTAGCAG 3’ 24 bp 59,7 50 
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sucesso dessa metodologia está intimamente ligado com a eficiência com que os primers se 

anelam, gerando os sinais de amplificação necessário para as analises (HEID et al., 1996).   

 

 
Figura 1: Gel de agarose para os genes LEA, HSP e DREB. 

 
A ocorrência de bandas inespecíficas no gene DREB não chega a ser um problema, pois 

foi realizada apenas uma reação de PCR utilizando-se como temperatura de anelamento a menor 

temperatura de melting do par de cada primer menos 5°C, ou seja, há espaço para otimizar a 

reação pelo aumento da temperatura e também ajustando-se a concentração de MgCl2.  

 

 

CONCLUSÕES 

 

As reações de PCR confirmaram a presença dos genes ortólogos envolvidos na resposta 

ao déficit hídrico nas amostras de forrageiras nativas Angico de Bezerra e Pau-Ferro, 

possibilitando incluir esses genes em estudos de expressão gênica por PCR quantitativa em 

tempo real. 

 

Agradecimentos: Embrapa Meio-Norte. 
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