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Apresentacao

O desenho de oligonucleotideos iniciadores (primers) &€ uma etapa
fundamental para o sucesso de metodos baseados na reacao em cadeia
da DNA polimerase (PCR).

A demanda por meétodos mais sensiveis, especificos e rapidos, para
avaliar a qualidade e a seguranca de produtos alimenticios, promove o
desenvolvimento de méetodos moleculares, em especial os baseados em
PCR. O uso de programas de Bioinformatica com “livre acesso” permite
uma selecao mais criteriosa dos primers para a deteccao de sequéncias
especificas de DNA.

A partir da experiencia adquirida no Laboratorio de Diagnostico Molecular
e Micologia da Embrapa Agroindustria de Alimentos, foi organizado o
presente Documento cuja principal utilidade & para os usuarios do proprio
laboratorio, mas que, certamente, servira de orientacao para outros
laboratorios que se ocupem da deteccao de sequéncias especificas de
DNA de diferentes organismos.

Se assim for, nossos esforcos voltados para a disponibilizacao da
informacao e transferéncia de conhecimento terao, mais uma vez, valido
a pena.

Regina Celi Araujo Lago
Chefe Geral
Embrapa Agroindustria de Alimentos
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Introducao

O Laboratorio de Diagnostico Molecular e Micologia da Embrapa
Agroindustria de Alimentos vem usando programas de “livre
acesso” para buscar sequéncias de DNA de diferentes espécies
e, posteriormente, tratar tais sequéncias para a definicao de
oligonucleotideos iniciadores (primers).

A especificidade de um oligonucleotideo iniciador & fundamental
para o sucesso da Reacao em Cadeia da DNA Polimerase (PCR) e,
consequentemente, de metodologias baseadas nesta reacao.

Sendo assim, a bioinformatica & imprescindivel para a manipulagcao

de dados biologicos e pode ser definida como uma ferramenta

que abrange todos os aspectos de aquisigao, processamento,
armazenamento, distribuicao, analise, e interpretacao da informacao
biologica. Atraves da combinacao de procedimentos e tecnicas de
matematica, estatistica e ciencia da computacao sao elaboradas varias
ferramentas que nos auxiliam a compreender o significado biologico
dos dados genomicos. Alem disso, atraves da criacao de banco de
dados com as informacoes ja processadas, acelera-se a investigagao em
areas como medicina, biotecnologia, agronomia etc. (QU et al., 2009).
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Desenvolvimento

Devido ao grande numero de dados genomicos gerados em laboratorios
de todo o mundo, foi necessario organiza-los de maneira acessivel de
modo a evitar redundancia na pesquisa cientifica e possibilitar a analise
por um maior numero de cientistas. A construcao de bancos de dados
para armazenamento de informagcoes de sequéncias de DNA e genomas
inteiros, proteinas e suas estruturas tridimensionais, bem como de
varios outros produtos da era genomica é extremamente importante e,
ao mesmo tempo, um grande desafio.

A seguir, sao apresentados os principais bancos de dados e programas
de livre acesso na internet que permitem uma busca especifica de
sequencias de DNA.

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

O National Center for Biotechnology Information (NCBI) dos EUA & um
banco de dados central sobre informagcoes genomicas, onde se realiza
a busca por sequéncias de interesse. Varios outros bancos de dados
similares estao distribuidos por paises da Europa e no Japao, que
trocam dados a cada 24 horas com o NCBI. O GenBank & o principal
banco de dados do NCBI e armazena todas as sequéncias disponiveis
publicamente de DNA, RNA e proteinas.
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O processo de busca & realizado de acordo com a sequéncia abaixo.

Passo 1: Acessar o site NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) e selecionar o
banco de dados.
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Passo 2: Inserir o nome em latim do organismo que se pretende estudar
e clicar em SEARCH.
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Passo 3: O banco apresentara uma série de opgoes para a escolha do
organismo a ser estudado.
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Passo 4: Escolha uma opgao entre as apresentadas.
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Passo 5: Clicar em FASTA, pois a sequéncia neste formato sera usada
para as etapas seguintes.
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Nucleotide Search | Gene 8 Limis Advinced search Hep

Aphabet of Life

[Fatcum Agstivurn [ search [e

isploy Setiess (%) GerBank Send [+
Display Setiegs (<) GerBan Change region shown

Triticum aestivum omega gliadin storage protein gene, complete cds
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Customize view

Analy

Pick Frimes

Find in this Sequence

BLAST (http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/)

O Basic Local Alignment Search Tool & a ferramenta mais popular

de comparacao de sequéencias de DNA com os bancos de dados
genomicos. Atravées deste algoritmo, pode-se comparar uma sequéncia
de DNA ou proteina qualquer com todas as sequéncias genomicas de
dominio publico.

E importante salientar que o programa nao realiza uma comparacao
da extensao total das moléeculas avaliadas ou consideradas, mas
apenas identifica, no banco de dados, a presenca de uma sequéncia
suficientemente parecida com a pesquisada, descartando rapidamente
os resultados nao produtivos, alem da extensao a vizinhanca da regiao
de homologia, até que isso nao seja mais possivel (SANTOS; ORTEGA,
2003).

Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)

E um programa de alinhamento multiplo de sequéncias de DNA, RNA e
proteinas, onde estes se organizam para comparacao e determinacao de
seu grau de similaridade de forma mais detalhada, sequéncias muitas
vezes divergentes em significancia biologica.

O programa calcula os melhores pareamentos para cada sequéncia e
mostra com clareza, nos alinhamentos, as similaridades e diferencas,
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como evidenciado no procedimento apresentado em seguida. As
relacoes evolutivas podem ser vistas por cladogramas e filogramas
gerados pelo proprio programa.

Acessar o site http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/ para
submissao da sequéncia que se deseja estudar.
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O resultado se da da seguinte forma:
Regiido Homdloga
rye 1 Gscrmscmmcmcmn:g,ced ECTC 191
rye 2 GGCTAAGCAGCTGGTCCTCTT GGCAGTAGTTGTCGCLCTCGTGGCTC 191
spelt GGCTAAGCGGCTGGTCCTCTTTGCGGCAGTAGTTGTCGCLCTCGTGGCTC 191
rye 3 GGCTAAGCGGCTGGTCCTCTTTGCGGCAGTAGTTGTCTCLCTCGTGGCTC 191
wheat 1 GGCTAAGCGGCTGGTCCTCTTTGCGGCAGTAGTTIGTCTCLCTCGTGGCTC 191
kemut GGCTAAGCGCCTGGTCCTCTTTGCGGCAGTAGTCGTCGCLCTCGTGGCTC 179
wheat 2 GGCTAAGCGCCTGGTCCTCTTTGCGGCAGTAGTCGTCGCECTCATGGCTC 596
barley GGCTAAGCGGCTGGTCCTICTITCRCGCEGTARTCETCGC 486
Regiio Homdloga
v Resl g

rye 1 AAGETGAGGCC == == e o e e e e e e e e e e 214
rye 2 TCACCGTCGCTFAAGGTGAGGCC———— 214
spelt TCACCGTCGCTHAAGGTGAGGCC== == 214
rye 3 TCACCGTCGCTHAAGGTGAGGCC——~~ 214
wheat 1 TCACCGTCGCTBAAGGTGAGGCC -~~~ 214
kamut TCACCGCCGCTAAGGTGAGGCC———~ 202
wheat 2 TCACCGCCGCTBFAAGGTGAGGC = === === —— - — - - ————————— 619
barley AACGTGAGATCAATGGGAACAACATTTTCCTTGATAGC S36
rye 1 ———TCTGGTCAACTACACTGTGAGCGCGAGC TCCAGGAGCGTGAGCTCGA 261
rye 2 ===TCTGGETCARCTACAGTGTGAGCGCGAGC TCCAGGAGCGTGAGCTCGA 261
spelt ~==TCTGGTCAACTACAGTGTGAGCGCGAGC TTCAGGAGCGTGAGCTCGA 261
rye 3 ~==TCTGGTCAACTACAGTGTGAGTGCGAGC TCCAGGAGCGTGAGCTCGA 261
wheat 1 ---TCTGGTCAACTACAGTGTGAGCGCGAGCTCCAGGAGCGTGAGCTCGA 261
kamut —-—TCTGGACAACTACAATGTGAGCGCGAGC TCCGGAAGCGCGAGCTCGA 249
wheat 2 ---TCTGGACAACTACAATGTGAGCGCGAGCTCCGGAAGCGCGAGCTCGA 666

barley  CGCTCTAGGCABCTACAGTGTGAGCGCGAGCTCCAGGAGAGCTCGCTCGA SB6
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Repeat Masker (http://www.repeatmasker.org/)

E um programa utilizado para mascarar regioes com sequéncias de
bases nitrogenadas muito repetidas e regioes de baixa complexidade.

Gene Fisher (http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher2/
submission.html)

Sendo a sequéncia de nucleotideos conhecida e estabelecida, o
programa e capaz de desenhar e disponibilizar oito opgcoes de primers
para amplificar fragmentos ou um gene inteiro pela tecnica de PCR. O
programa oferece opgcoes para definir as caracteristicas dos primers,
incluindo o tamanho do produto, tamanho e Tms dos proprios primers,
contelido de citosina e guanina e a escolha dos primers internos.

= BiBiServ
Belefeld Unversity Biomformatics Server

AN Tool

Genefisher2 - Submission

Enter the Sequences of your project beow

Your input can be a single or muliple sequence(s), ekher nucleatide or amno acid. For mutiple sequences a muliple aignment will be calculated
You can also upload aready aligned sequences. Note that sequences are only accepted in FASTA format

Click here for gxampls DNA sequences.

sequence upioad
[EBooiar arve | Nenkum 5 conads

paste fies in here
> I10AADE g  AF2B0IS. 1) Trivicun sestiven omegs glisdin veorage
[protein gene, compleve cds

fiut

a
3

e
AR T T A AT T TRA T AT AMCCRAG T TRARTCCTRARG T T ATCIACTTTTGACR

|AAGETTRTCACTT

e
(Raset

Nolh. Nt i 100 Seniecen e Bven

Primeiro passo se da por meio da insercao da sequéncia para a qual se
deseja o desenho dos primers.

Apos a submissao da sequeéncia de interesse, o programa apresentara
as opgcoes de primers possiveis de serem escolhidos.
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Primer Calculation Results
more detailed nformation by clicking in the pairs postion)
best Pairs (of max. 1810 )
PairiD Foraard Primes Reverse Primer Io_m T.Diﬂ.m'_
[ ' CGAGCTCACAGGAGCA [ACGTCGTTGCATCGTA (883 5| o ,1“‘
2 GAGCTCACAGGAGCACAJACGTCGTTGCGTCGTA | 882|515 o ﬁ%
—
3 TCCACATAGCATGCA  [TTCCACTCGeTTTCTGA |83 s17| 5 %
e
4 ccasceccaacTacca [ATAGaTCGGGGTTACACA] 883 [ 518 | o %
e
5 CCACATAGCATGCAA  [TTCCACTCGCTTTCTGA 882/ 58| ”al:—‘
s CCCAMGTACGACGCA [GTTTGGGAGCTAGTACCA | 882 | 215 | 1 %
—
7 ATCCATCACAGCAACCA Iooewmcﬂm s2f[ e 2 ﬁ
8 mcmmmlmm oo loz| o |Z%
Resultado: sequéncias dos primers (sensi e anti-sensi)
Pair-data of PairID 1
Forward Primer Data |Reverse Primer Data|
Sequence CGAGCTCACAGGAGCA|ACGTCGTTGCGTCGTA)
|GC Content [-x] 5
|Position $81 1081
llrﬁmrlungm[hp!u 16 16
|Degeneracy 0 0
{3 6C 50 S0
13' Degeneracy 0 0
Tm 53349 53.7432
|Quality £15 515
>>>Priiabie HIML_Page<<<
Primer Visualisation
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Bioinfx.net (http://www.bioinfx.net/)

E um programa de ferramentas de bioinformatica livre online, que
permite a simulacao de uma Reacao em Cadeia da Polimerase do DNA
em silica.

O processo para a obtencao do resultado ocorre basicamente de uma
Unica maneira, a insercao da sequéncia de DNA e dos primers.

JOHOMX. e sl o bbbt Mesbirei ]
e By G o Favts Geeets S

P ¢ X o [0oimm [e-
o vtk () Ganvigde (s ot

B om Tl ¢ (s Gows 5 matn Frwelotos: Qoows- Qimosss Dros- Fare Goar Jraw
—— e

= Thom mben e eindau M Sequmon uig Oustele? | B ) BET

Polymerase Chain Reaction (PCR) m si/ico

Phease enter your Template DNA-seqencel(s) il segooce = IASTA feme)

W AT S O R A
UL MAGEWT

v AU B LT

AT D AVRT;
FORWARD FRIMER § [recosaqocgacgeancaec | & A/T/UG kN UE
REVERSEPRDMER  §'fopemcopemperncy ¥ ._‘“m:;"'“"'

MINIMUM EOMOLOGY PRIMER-TEMPLATE (50-100%) |160

Sebet | Rasat

Posteriormente, o resultado se dara da seguinte forma:

Some [Fw Gbe getue Pastc Eeeets A

o 37 C X () [@] st sorts micybeio " fo-

Mo veados () Guaavigi . (s ks

o Do Dot (= voutibe [[rresstostmp - oate: [itmesgnts (i - Qoo Jeas:

0 o]

083 GB] AF180605.. 3 pROTEIN Gelie, ColfpleTe CDS

1 template sequence(s) submitted...

Primer sequences:

Forward:
Bevecse:

(21 bp) | Degeseracies: 1 | Bean
21 bp) | Degeseracies: 1 | Hean

) e
“cjeea

E um programa que se faz bastante necessario por permitir uma prée-
avaliacao dos primers desenhados ou definidos.
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Consideracoes Finais

Diante do exposto, fica claro que tais ferramentas sao realmente
essenciais para se atingir o sucesso no desenho de iniciadores
especificos, que serao usados na reacao em cadeia da DNA polimerase
(PCR) convencional e em tempo real.
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