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Introdugao

Areacédo em cadeia da DNA polimerase (PCR) é

uma ferramenta muito utilizada na area de biologia
molecular, pois € um método sensivel e aplicavel em
diferentes matrizes, dependendo apenas da qualidade
do DNA extraido. A elevada sensibilidade desse método
€ proporcionada pelos primers ou oligonucleotideos
iniciadores utilizados durante a reagdo. Os primers séo
sequéncias unicas de nucleotideos capazes de se anelar
as suas sequéncias alvo de DNA durante a PCR.

Os primers sao desenhados baseando-se no codigo
genético (DNA molde) da espécie que se deseja estudar.
O gene de interesse é selecionado e, com a ajuda

de programas de bioinformatica como o GeneFisher
(GIEGERICH; MEYER, SCHLEIERMACHER, 1996),
alguns pares sédo gerados como op¢des. Quando se
pretende estudar espécies cujo codigo genético ndo

foi ainda sequenciado ou quando ha a presencga de
polimorfismos, a etapa de desenho de primers se torna
ainda mais desafiadora, uma vez que a sequéncia
exata de nucleotideos codificadora de cada informacgao
nao é conhecida. Como solugéo, utiliza-se primers
degenerados (INSERT et al., 2013).

Devido a alta degenerescéncia do cddigo genético
(Fig. 1), diferentes trincas de nucleotideos podem
codificar uma mesma proteina. Oligonucleotideos
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iniciadores sdo denominados degenerados quando séo
formados por um conjunto de sequéncias, ao invés de
uma unica sequéncia especifica, de forma a cobrir todas
as possibilidades de cdédons responsaveis pela sintese
de uma proteina.
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Figura 1. Cédigo Genético

(Fonte: http://prismacientifico.files.wordpress.com/2013/11/genetic_code.jpg)
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Para desenhar esse tipo de primer é preciso realizar Tabela1. Representacdo padrdo da IUPAC
uma pesquisa do alvo na base de dados do NBCI :

(NATIONAL CENTRE FOR BIOTECHNOLOGY Simbolo Bases representadas
INFORMATION, 2014) e encontrar a sequéncia R A G
codificadora de uma determinada proteina de '
interesse. Através dos programas BLAST - BASIC Y C,T
local alignment search tool ou ClustalW (2014),

diferentes sequéncias podem ser alinhadas e M A C
comparadas para que seja possivel reconhecer K G T

a regido de maior similaridade entre as espécies ’
pesquisadas. Uma vez conhecida a regidao que s C.G
guarda maior semelhancga entre as espécies

(regido conservada) pode-se, entéo, utiliza-la para w AT

o desenho dos primers, mantendo-se as regides

idénticas e considerando-se todas as opgdes H ACT
de nucleotideos nas regides que diferem entre B caT
si. Por exemplo, o aminoacido “KEA” pode ser T
codificado por “AAAGAAGCA”, “AAGGAGGCT” vV A C G
ou “AAGGAAGCG” dentre outras combinacgdes de

nucleotideos. Porém, todas essas possibilidades D AGT
podem ser representadas pelo primer degenerado N ACGT

“AARGARGCN?”, de acordo com a representagao
padréo da IUPAC (Tabela 1).

Como os primers degenerados ndo sdo uma unica sequéncia de nucleotideos mas, sim, uma mistura de
sequéncias, um aspecto importante que deve ser considerado é o nivel de degenerescéncia na extremidade
3’ do primer, uma vez que é nessa regido que se inicia a amplificagdo através da ac&o da polimerase durante
a PCR. Dessa forma, evita-se que amplifica¢des indesejaveis sejam provocadas pela ndo especificidade do
oligonucleotideo (LINHART; SHAMIR, 2002, p. 172-180).

Metodologia

Usando-se como exemplo a proteina NPR1, que esta relacionada ao sistema de defesa de vegetais € a
estratégia de analise por Bioinformatica descrita por Santos e Ortega (2003), a primeira etapa do desenho de
primers degenerados é a busca da sequéncia de aminoacidos dessa proteina através da base de dados do
NCBI (Fig. 2). Em seguida, através do link RunBLAST, localizado do lado direito, na propria pagina do NCBI,
automaticamente visualiza-se o grafico que representa o alinhamento da sequéncia da proteina da espécie
selecionada, bem como de inumeras outras semelhantes (Fig. 3).

Regulatory protein NPR1 [Arabidopsis thaliana]

NCBI Reference Sequence: NP_176610.1
GenPept  Graphics

»>gi|15222657 |ref|NP_176610.1| Regulatory protein NPR1 [Arabidopsis thaliana]
MDTTIDGFADSYEILISSTSEFVATDNTDSSIVYLAAROVLTGPDVSALOLLSNSFESVFDSPDDFYSDARLV
LEDGREVEFHRCVLEARSESFFESALAAAREERDSNNTAAVELELEETARDYEVGFDEVVTVLAYVY SSREV
RPPPRGVSECADENCCHVACRPAVDFMLEVLYLAFIFRIPELITLYQRHLLDVVDEVVIEDTLVILELAN
ICGFACMELLDRECEEI IVESNVDMVSLEESLPEELVEELI IDERRELGLEVEFEVEEHVENVHEALDSDDIE
LVELLLEEDHTNLDDACATHFAVAYCNVETATDLLELDLADVNHENPREGY TVLHVAAMEREPQLILELLE
KGRASASEATLEGRTATMIAKQATMAVECNNI PEQCEHSLEGRLCVEILEQEDKREQIPRDVEPSFAVARD
ELFMTLLDLENEVALAQRILFPTEAQAAMETAEMEGTCEFIVISLEPDELTGTRRETSPGVEIAPFEILEEH
QSELEALSETVELGERFFPRCSAVLDQIMNCEDLTQLACGEDDTAERRLQEEQREYMEIQETLEEAFSEDN
LELGNSSLTDSTSSTSRSTGEGRKESNRELSHERR

Figura 2. Proteina NPR1 da Arabidopsis thaliana no formato FASTA
(Fonte: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/protein/15222657 ?report=fasta)
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Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &
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Arabidopsis lyrata

Arabidopsis thaliana

Brassica juncea

Brassica napus

Capsella rubella

Populus deltoides

Populus trichocarpa

Ricinus communis

Theobroma cacao

Vitinis vinifera

Figura 3. Alinhamento de sequéncias através do BLAST (Fonte: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

Selecionam-se, entdo, algumas sequéncias das espécies listadas no BLAST para serem traduzidas através
do EMBOSS Backtranseq (Fig. 4) e faz-se um novo alinhamento através do ClustalW (Fig. 5). Dessa forma,
as semelhancas e diferengas entre cada base das sequéncias comparadas se tornam mais evidentes.

EMBL-EBI CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

NP_176610.1 ATGGATACTACTATTGATGGATITGCTGATICTTATGARATTICTICTACTICTITT-GT 59

EMB B KP_002886354.1 ATGEATACTA-—-TTGATGGATITGCIGATICTTATGATATTICIICTACTACTITT-TT 56
aC anseq 2BR21207.1 ATGERAACTA---TTGCTGEATITEATGATTTTTATGAARTTICTTCTACTICTITT-CT 56
XP_002514127.1 ATGEATTATA-—-GAATTGGATTTTCIGATICTAATGAARTTTCTAATGEATCIICTICT 57
: 2EY23652.1 ATGEATARTA-—-GAATTGGATITTCIGATTCTAATGAARTTTCTARTGEATCTICTACT 57
Input form : Web services . Help & Documentation dakdks w dakkdak  wkkdk ok kkEd wakdak ¥ LEE IR I
Is > Sequei lation > EMBOSS Backtranseq NB_176610.1 TGCT- ACTGATARTACTGATTCTTCIATTGTTTATCTTSCIGETG——-A 104
- KP_002886354.1 TECT- ACTGATARTACTGAATCTTCIATTGTTTTICCTGCIGCTGCTGA 104
Results for job emboss_backtranseq-120140827-185534-0642-6592328-es ;?Rgéfgzﬁm . TGCTG”T”ETSET”CTACTGMA-“TCTSG-“CTTCHCTETTHTC”T-’*?; ;39
2514127,
LT | submission Details LEY99652.1 CTTCTACTICTARGCCTTITA—- 94
e X owwk w % wwwek & % k% %
Download | Show Colors
NE_176610.1 ACAAGTTCTTACTGGACCTGATGTTTCTGCTCTICARCTICTTICTARTICTTTIGRATC 164
XP_002886354.1 ACAACTICTTACTGGACCTGATGTTTCTGCTCTICARCTICTTICTAATICTTTIGRATC 164
2BR21207.1 ——AACTTCTTACTAGACCTGAAGTTTCTGCTTTTCAACTTCTTTCIACTTCICTIGAATC 167
[Arabidopsis thzliana] XP_002514127.1 - TTCCTARTCCTGARRTTTCTGCTCTICARCARCTTICTAGATCTCTIGRATC 146
CITCTITTETT 2EY99652.1 - ~CTARTCCTGARATTGCTGCTCTICAACAACTTTCTGGARATCTTGARGE 143
Wk kEER KR RRRRE ERRERR  RARERE PR
CCTGRTGITICTGCIC
GAIGRITITIAIICT NE_176610.1 TGTTTTTGATICTCCTEAT -—~GRTTTTTATTCTGATGCTAAGCTTGTTCTTTCTEAT - 219
XP_002886354.1 TETTTTTGATAAGCCTEAR-—~GRATTTTATICTGATGCTARGCTTGTTCTTTCTGAT - 2138
2BR21207.1 TETTITTGATICTCCTEAR-——GCTTTTTATICTGATGCTARGCTIGITCITTCTEAT — 222
XP_002514127.1 TATTATTGAATCTCTTGATTTTGATTTTTATGCTGATGCTARGATTACTATTTCIGCTIC 206
2EY99652.1 TATTITTGATTCTCARGATTTTGATTATTTTGCTGATGCTAAGATIACTICITCTARTTA 203
K owE RkEE R KK R K KK A RkRERRERERE KA % REEE %
NE_176610.1 ~GEARGAGARGTTICTTTICATAGATGTSTTCITTCTGCTAGATCTICTTTITTTARGTC 278
XP_002886354.1 ~GEARGAGAAGTTTCTTTICATAGATGTGTTICTITCTGCTAGATCTICTITITTTARGAR 278
2BR21207.1 ~GATARGGAAGTTICTTTICATAGATGTATTCITTCTGCTAGATCICTTTIITTTARGES 281
XP_002514127.1 TAATAGAGAAGTTCCTETICATAGATGTATICTTTCIGCTAGATCTCCTTIITTIARGES 266
2EY99652.1 TACTAGAGAAGTTCCTGTICATAGATGTATTCITTCIGCTAGATCICCTTIITTTARGTC 263
PP
Gi GARCTGCTCTTATGATTG!
ATICCTGARCARTGIARGCATIC. NP_176610.1 TECTCTTGCIG---CTGCTARGRRAGGAAARGGATTCTARTAATACTGCTGCTGTTARGCT 335
GRAGAT 17 XE_002686354.1 TGCTCTTGCTG- --CTGCTRAGAAGGARALGEATTCIRAT GCTGCTGTTARGCT 3239
GARCTTRRGATEA RER21207.1 TGCTCTIGCTG---CTGCTGARRRGGTTCARARGTCTA— CCTGTTAAGCT 329
CCTACTCRA XP_002514127.1 TATGTTTTCTGEATCTCTIGEARRGE-—~RARRG- -6 GCTETTAAGTA 311
by 2EY99652.1 TETTITTTCTICTCCTETIGCTARGE ———ATAGRTCTGEA— GTTECTARGTT 311
S PR i P
TGTGRAGRTCTTACT GATGATACTGCT TTCAR
GATATAT CICTTARG TTITICTGARGATART NE_1746610.1 TEAACTTARGEARATTECT 2AGERT TATEAAGT TEEATTTGATICTGTTET TACTETTCT 395
CITGARCTTSGARATTCTTCTCTTACTATICTACTICTICTACT TCTARGTCTACTEGA XE_002686354.1 TGAACTTARGEAAATTGCTAAGGRT TATGARGTTGEATTTGATICTGTTCTTACTETICT 3839
GEARAGAGATCTAATAGARAGCTTTCICATAGAAGARG 2BR21207.1 TGAACTTARGACTCTTECIGCTGRATATEATET TEEATTTGATICTGITEITECTETTCT 389
XP_002514127.1 TGAACTTARGGAACTTACTAAGGATTATEATET TGEATTTGATICTCTTEITECTETTCT 371
2EY23652.1 TEAACTTARGEAACTTECT2AGART TATEATET TEEATTTGATICTCTTATGACTETTCT 371
MkwRkEEEE kK KK Rk KRRRE KEEERRRRRRRRERE KR & RkkREEk
Figura 4. Traducao da proteina Figura 5. Alinhamento através do ClustalW

(Fonte: http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtranseq/) (Fonte: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)
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A préxima fase é selecionar a melhor regido da
sequéncia (a de maior similaridade entre as espécies
comparadas) para ser submetida ao programa
Genefisher para o desenho dos primers. Nos pares

de primers selecionados, sao detectadas as posigoes
onde ha maior diferencga entre as bases e onde ha total
semelhanca entre as espécies. Dessa forma, deve-

se manter a base ou troca-la pela base degenerada
correspondente, respectivamente, de acordo com a
representacdo padrao da IUPAC.

Consideragoes Finais

Primers degenerados s&o ferramentas muito

Uteis quando se deseja estudar espécies que nao
apresentam o seu codigo genético sequenciado
além das situagdes onde ha alta incidéncia de
polimorfismos. Nesse cenario, pode-se também
observar a fundamental importancia das ferramentas
de bioinformatica, as quais trazem praticidade e
maior confiabilidade para os resultados. Todos os
programas citados neste documento sao de livre
acesso na internet e tém se mostrado eficientes no
desenho e testes para a definicado dos pares de primers
degenerados.

Todavia, além dos cuidados necessarios durante o
desenho dos primers, também & importante observar
varios parametros reacionais como: concentragao de
primers e de sal e a temperatura de anelamento, com o
objetivo de potencializar o sucesso da reagéo.

Na pratica, o uso de primers degenerados em estudos
relacionados a analise da expressao de genes de
vegetais, cujo genoma ainda nao foi sequenciado, ja &
uma realidade na Embrapa Agroindustria de Alimentos.
Por exemplo, atualmente, vem sendo desenvolvido

um estudo para avaliar, com a ajuda desta técnica,

a resisténcia sistémica induzida por acido salicilico

em alface, couve-flor e tomate cultivados no Norte
Fluminense.

Comunicado

Técnico, 208 Embrapa Agroindustria de Alimentos
Endereco: Av. das Américas, 29.501 - Guaratiba
23020-470 - Rio de Janeiro - RJ
Fone: (21) 3622-9600 / Fax: (21) 3622-9713
Ministério da Home Page: www.embrapa.br/agroindustria-de-

Agricultura, Pecuaria glimentos
e Abastecimento SAC: www.embrapa.br/fale-conosco
GOVERNO FEDERAL
S 12 edigdo
pATria epucapora 12impressdo (2015): tiragem (50 exemplares)

Exemplares desta edigdo podem ser adquiridos na:
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