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Resumo:  
 
Plantas do gênero Cereus apresentam diferentes morfologias de caules 
cujos fatores determinantes das morfologias variadas ainda estão por ser 
determinados. Por isto, a proposta do presente estudo foi padronizar as 
condições da amplificação do gene de Actina que é um gene relacionado à 
morfologia das células e tecidos, para utilizá-lo na análise do padrão de 
metilação em sequências de nucleotídeos específicas das variantes 
fenotípicas do gênero Cereus (ereto, tortuosus e monstruosus). As 
sequências específicas de DNA codificadoras de proteínas (genes) 
associadas com a morfologia das células tais como actina, devem ser 
marcadas com bissulfito de sódio que converte a citosina não-metilada em 
uracila, enquanto a 5-metilcitosina permanece inalterada. A comparação das 
sequências após a aplicação da técnica é realizada no software BLAST para 
avaliar o padrão de metilação dos referidos genes no genoma de Cereus. 
 
Introdução  
 
Com aproximadamente 128 gêneros e 1450 espécies, a família Cactaceae 
apresenta plantas do gênero Cereus que têm potencial econômico, 
industrial, forrageiro e ornamental (ROCHA, 2002). Dentre os cactos do 
gênero Cereus que são utilizados como plantas ornamentais, são 
encontradas variantes morfológicas que apresentam caules eretos, tortuosus 
e monstruosus. Os caules eretos têm as costelas contendo os meristemas 
axilares eretas; nos caules tortuosus as costelas estão dispostas em espiral 
e nos caules monstruosus as costelas formam sulcos irregulares (HUNT, 
2006). Em estudos prévios utilizando marcadores moleculares não foram 
encontrados marcadores associados às diferentes morfologias. Por isso, a 
hipótese no presente estudo é que modificações epigenéticas relacionadas à 
regulação da expressão gênica (TANG, 2007) podem ser os fatores 



 

 

determinantes para o surgimento da heterogeneidade fenotípica encontrada 
nas variedades morfológicas. A primeira etapa para investigar a ocorrência 
de alterações epigenéticas é a seleção e amplificação de prováveis genes 
relacionados com a morfologia das células, para a posterior análise do 
padrão de metilação dos referidos genes.  
O objetivo no presente estudo foi selecionar e estabelecer as condições 
adequadas para a amplificação do gene da actina, uma das proteínas 
citoplasmáticas relacionada com a estrutura e dinâmica celular. 
 
Materiais e métodos 
 
1. Extração de DNA Genômico: O DNA foi extraído de caules frescos (40-80 

mg) de plantas de Cereus (três plantas de cada morfologia: caules ereto, 
tortuosus e monstruosus), que estão sendo cultivadas no banco de 
germoplasma do Laboratório de Genética e Biotecnologia Vegetal 
(DBC/UEM). As amostras foram preparadas individualmente de acordo 
com o protocolo descrito por Aljanabi et al. (1999). 

2. Quantificação do DNA: A quantificação do DNA extraído foi realizada por 
espectrofotometria no NanoDrop™ Thermo Scientific™ Lite 
Spectrophotometer. 

3. Síntese dos primers: Foram sintetizados dois primers para o gene da 
actina, por se tratar de uma proteína relacionada à morfologia e 
metabolismo das plantas. Devido ao gênero Cereus não possuir o 
genoma sequenciado, para o desenho de primers específicos foram 
utilizadas sequências do gene de actina de Arabidopsis thaliana e 
sequências do gene actina da família Cactaceae, dos gêneros 
Hylocereus, Ferocactus e Opuntia disponíveis no Banco de Dados 
GenBank. Para a síntese dos primers foi utilizado o algoritmo BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool) que possibilita o alinhamento e 
sobreposição das sequências de actina de A. thaliana com as sequências 
de Cactaceae. A região delimitada para desenhar os primers foi de 891-
1289 pb para a sequência Forward (F) e 1740-2336 pb para a sequência 
Reverse (R). Após a análise das sequências, considerando a maior 
porcentagem de sobreposição homóloga de nucleotídeos, foram 
escolhidos os pares 3 (F e R) e 9 (F e R) como sequências de referência 
para a síntese dos primers (Tabela 1). 

4. Amplificação do DNA com os primers: Em princípio foram seguidas as 
condições de PCR baseadas em Domingues (2017). Posteriormente, 
foram realizados testes com diferentes temperaturas de anelamento 
(40ºC a 52ºC) em concentrações de MgCl2 de 4,0 mM. O produto de 
cada amplificação foi submetido à eletroforese feita em gel de agarose 
1,7%, com 60 V durante 4 horas. Para estimar o tamanho das 
sequências amplificadas foi utilizado o marcador de peso molecular 1Kb 
DNA Ladder (Invitrogen). A coloração do gel foi feita usando uma solução 
de brometo de etídio 0,5 mg/mL, e a imagem foi capturada em um 
transiluminador L-PIX HE, Loccus Biotecnologia. 



 

 

5. Análise dos dados: As sequências dos primers disponíveis no programa 
BLAST foram usadas para estimar por comparação o tamanho dos 
fragmentos amplificados, observado nos caules das plantas de Cereus 
(Tabela 1). 
 

Tabela 1. Tamanho e sequências dos primers de actina desenhados pelo 
BLAST. 

Primer  Região e tamanho do 
fragmento em pb  Sequência Forward  Sequência Reverse  

Actina 
par 3 

1162-1846=684 TCCTCTTAACCCGAAA
GCCG 

GGTGACGGCCTGCTAA
ATCT 

Actina 
par 9 

1173-1854=681 CGAAAGCCGATCGTG
AGAAG 

GTTGGTTAGGTGACGG
CCTG 

 
Resultados e Discussão  
 
A metodologia utilizada para a extração do DNA foi considerada como 
eficiente, porque foi possível obter uma solução de DNA livre de 
polissacarídeos. As concentrações das amostras de DNA variaram de 15 a 
150 ng/µL. As temperaturas que proporcionaram géis com bandas mais 
nítidas foram de 40ºC e 43ºC. O primer par 3 para a actina apresentou maior 
nitidez de banda do que o par 9. Contudo na análise do bandeamento no gel 
foi possível observar que os primers utilizados amplificaram outras 
sequências do DNA, além da sequência do gene para a actina (Figura 1). 
Devido ao gênero Cereus não possuir o genoma sequenciado, o desenho de 
primers para a sequência do gene da actina deverá ser refeito utilizando 
sequências de DNA de outras espécies. Como a região gênica ainda não foi 
isolada, os testes de análise de metilação utilizando bissulfito de sódio serão 
realizados em próximos estudos. Apesar de a metodologia utilizada não 
proporcionar a amplificação específica do gene de actina no DNA das 
plantas do gênero Cereus, as informações obtidas são cientificamente 
relevantes por se tratar de um estudo pioneiro envolvendo a epigenética, 
que é um campo relativamente novo com muito potencial para ser explorado. 

 
Figura 1  – Gel de agarose resultado da amplificação com o primer par 3 para a actina. 

DNAs utilizados: caules ereto (1), tortuosus (2) e monstruosus (3). Marcador molecular 1Kb 
(M). 



 

 

Conclusões  
 
Os primers das sequências do gene da actina em A. thaliana e nos gêneros 
Hylocereus, Ferocactus e Opuntia amplificaram mais de uma sequência de 
DNA de plantas de Cereus. A seleção de primers heterólogos (de outras 
espécies) a partir do BLAST é uma estratégia laboriosa que parece requerer 
mais investimentos (utilizar sequências de primers de outras espécies 
disponíveis no programa BLAST e/ou tamanho dos fragmentos de pares de 
bases diferentes) no processo de seleção dos primers para amplificar 
somente o gene para a actina. 
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