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x Uso de outros PCRs:

Convencional: Alternativo:

o Baixo custo o Custo elevado

o Apresentacao comum o Aprimoramento

o Facilidade de aquisicao o Compostos diferenciados

o Grande aplicabilidade o Especificidade



REP-PCR (REPETITIVE SEQUENCE BASED-PCR)

A técnica Rep-PCR faz uso de Foram identificadas  trés
sequéncias oligonucleotidicas  familias de sequéncias repetitivas:
iniciadoras complementares de

sequencias de DNA rePe_t't'VaSo as sequéncias REP (Repetitive Extragenic
presentes em numerosas coplas N0 Palindromic elements) com 35-40 pares

genoma da maioria das de bases, as quais sdo conservadas em
bactérias Gram negativas e de Vvarias espécies bacterianas;
varias bactérias Gram positivas. o as sequéncias ERIC (Enterobacterial

Repetitive Intergenic Consensus elements)
de 124-127 pares de bases, as quais
contém um elemento repetitivo central
invertido altamente conservado e que
estao localizados em regides intergénicas.

o 0 elemento BOX de 154 pares de bases.




A técnica consiste no anelamento dos primers nessas
regioes descritas anteriormente, amplificando a regiao
desconhecida entre elas.
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Formacao de fragmentos



o Separacao dos fragmentos por tamanho e carga
(eletroforese);

o Analise dos dados;

- Criacao de graficos;

o Armazenamento da informacao.
Dendograma de S. aureus
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Eletroforese de REP-PCR para a identificacao de sorovares de
Xanthomonas axonopodis.

A B

Kb M1 23 45 67 89101 Kb M1 2 34 56 78 910 11

Rep-PCR ERIC-PCR



POR QUE USA-LO?

E um método de PCR que visa classificar as bactérias
segundo sua “tipagem gendomica”. O método de tipagem
designado por rep-PCR €& extremamente viavel,
reprodutivel e rapido. Esta técnica tornou-se uma
ferramenta valiosa na identificacao e classificacao de
bactérias e em estudos epidemiologicos.



Aplicacao da técnica de REP — PCR no rastreamento
de Staphylococcus aureus em sala de ordenha, para
o monitoramento da qualidade do leite

O meétodo retenndo como REP-PCR,
“impressao digital” do genoma, uma técnica
baseada na amplificacio do DNA, é tida
como uma técnica extremamente confiavel,
reprodutivel, rapida e altamente discrimi-
natoria®*. Esta técnica faz uso de primers de
DNA complementares aqueles de ocorréncia
natural, altamente conservados, com
seqiiencias repetitivas de DNA e presente
em multiplas copias do genoma da mailoria
das bactérias Gram negativas e em muitas
bactérias Gram positivas’. As identidades

genomuicas geradas pela tectuca de REP-PCR

permjte a diferenciacio em mvel de espéciﬁ:

Subeapécies e cepas.

Dentre os microrganismos Gram
positivos, os Staphylococcus destacam-se
como importante grupo, cuja presenca se
faz observar sobretudo na pele e mucosas
do homem estendendo-se, de forma
generalizada, a animais de sangue quen-
teg.lﬁ,ll,lﬁ.

O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a téciuca de REP-PCR no
monitoramento da qualidade do leite de
vacas, atraves do rastreamento de Staphy-
lococcus aureus na linha de producio de leite,
avaliando as mios dos ordenhadores,
teteiras, ubere dos ammais e leite 1 natura
como veiculos de contaminacao.

Grifar as partes importantes.
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consultar Tabela 1),C = contmlenegahvoeM marcador molecular (1 Kb) .

Posicéo no gel Amostra coletada Origem da amostra
(canaleta)
1 1 Leite micio ordenha
9 12 Leite meio ordenha

Teteira 1
Maiao D ordenhador
Mio E ordenhador



Conclusoes:

No presente estudo, a técnica
mostrou ser eficiente para a analise da
similaridade entre individuos da mesma
espécie, no caso, Staphylocoecis anrens. A técnica
podera vir a ser mais explorada para estudos
de epidemiologia molecular como este, pois
mostrou ser uma ferramenta util para

mvestigacio de falhas no manejo e, para

elaboracio de métodos de controle mais
eficientes para evitar e/ou diminuir a
disseminacio de microrganismos causadores
de sénas enfermidades em humanos e em
animais, que podem ser transmitidas atraves
de produtos como o leite e seus derrvados.
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REP-PCR, INVERSE-PCR E

VECTORETTE-PCR



PCR

(POLYMERASE CHAIN REACTION)

x Desenvolvida por Saiki e principalmente por
Mullis.

Kary Banks Mullis




DNA THERMAL CYCLER (1989)
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Componentes da reacao

- DNA molde
» Oligonucleotideos (primer)
* dNTP’s

* DNA Polimerase
* Magneésio

» Tampao

- Agua



4CTP
gATP
dETR

DA gendmico dTTP

Bmin 20z Zhmila

Desnaluragao Anelamento Sintese do
do DA gendrico do primers DNA gendmico



REP PCR

(REPETITIVE EXTRAGENIC
PALINDROMIC SEQUENCE-BASED PCR)

x Método gue utiliza uso de sequéncias
oligonucleotidicas iniciadoras
complementares de sequéncias de DNA
repetitivas muito conservadas e presentes
em numerosas copias no genoma de
alguns microrganismos.



REP PCR

x 1. Primers especificos se ligam a muitas
sequéncias repetitivas dispersas por todo o
genoma.

repPCR primers > “mmoo
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REP PCR

x 2. Fragmentos multiplos de diferentes
comprimentos sao amplificados.
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REP PCR

x 3. Os fragmentos podem ser separados em massa
e carga atraves de eletroforese.
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REP PCR

x 4. A partir da intensidade variavel das varias
bandas € criado um perfil de impressao unico.

eubis Jo Ajisuaiu

Size of amplified fragments {ime)



REP PCR

x 5. A discrepancia da linearidade dos fragmentos se
traduz em diferentes subespécies.
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Aanthomonas eamoestis cassavadype A LMG G670

sAarthomonas campestis cassavadrpe A LMG 673




rep-PCR genomic fingerprinting protocol

' Cells / Infected tissue
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FAMILIAS DE REP

x as sequéncias REP (Repetitive Extragenic
Palindromic elements) com 35-40 pares de
bases.

x as sequéncias ERIC (Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus elements) de 124-127
pares de bases.

x 0 elemento BOX de 154 pares de bases.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS
CAMPUS DE BOTUCATU

AVALIACAO DA AGRESSIVIDADE E CARA(.‘TERIZA(;ZAO GENETICA
DE LINHAGENS DE Ralstonia solanacearum ISOLADAS DE
DIFERENTES PLANTAS HOSPEDEIRAS

LUCAS MATEUS RIVERO RODRIGUES




OBJETIVO

x O trabalho teve como objetivo avaliar a
agressividade de linhagens de Ralstonia
solanacearum provenientes de solanaceas,
plantas ornamentais e eucalipto, em plantas
de batata, tomate e fumo, bem como
caracterizar as linhagens por meio de
tecnicas moleculares.



EMPREGO DO REP-PCR E CONCLUSAO

x Fol efetuado ensaio de microbiolizacao In
vitro em sementes de eucalipto, a fim de se
identificar possiveis linhagens patogéenicas a
esta espécie vegetal e concluiu-se que todas
as linhagens utilizadas infectaram plantas de
eucalipto ou afetaram seu crescimento. A
caracterizacao molecular de 41 linhagens de
Ralstonia solanacearum, provenientes de
diversas plantas hospedeiras, incluindo
solanaceas, bananeira, heliconia, plantas
ornamentais e eucalipto, fol efetuada
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COLONIAS DE R. SOLANACEARUM EM

MEIO DE CULTURA TZC
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ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA POR ERIC

E BOX-PCR

x Foram utilizados aproximadamente 150 ng
de DNA de cada amostra em reac0es nos
experimentos de diversidade genetica por
ERIC-PCR e BOX-PCR com volume final de
25 uL.



PROTOCOLO PARA OS PRIMERS ERIC-

PCR

x 2,5U de enzima Taq polimerase Fermentas
por reacao, 1X tampao de reacao da enzima
contendo KCI 50mM, 0,2 mM de dNTPs, 0,8
uM de cada primer e 3,0 mM MgCl2. O
programa de amplificacao das amostras
consistiu de um ciclo de desnaturacao Inicial
a 95 oC/7 min.; seguido de 30 ciclos a 94
0C/1 min; 53 0oC/1 min e 65 0C/8 min; e um
ciclo de extensao final a 65 0C/16 min.



PROTOCOLO PARA OS PRIMERS BOX-PCR

x 2,5 U de enzima Taqg polimerase Fermentas
por reacao, 1X tampao de reacao da enzima,
0,2 mM de dNTPs, 0,5 uM do primer e 1,5
mM MgCI2. O programa de amplificacao das
amostras consistiu de um ciclo de
denaturacao inicial a 95 oC/7 min; seguido
de 30 ciclos a 94 0oC/1 min; 52 oC/1 min e 65
0C/8 min; e um ciclo de extensao final a 65
oC/15 min.



TABELA COM OS PRIMERS UTILIZADOS

NA TESE.

Tabela 6. Seqiiéncia dos primers utilizados, nas reacdes de BOX e ERIC-PCR

Codigo Sequeéncia do primer (5° > 3°) No. nucleot. Especificidade
ERICIR ATGTAA GCT CCT GGG GATTCAC 22 Enterobacterial
Repetitive Intergenic
Consensuis sequence
ERIC2 AAGTAA GTGACT GGG GTGAGCG 22 Enterobacterial
Repetitive Intergenic

Consensuis sequence

BOX A1IR CTA CGG CAA GGC GAC GCT GACG 22 Elementos Box
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Figura 3. Produtos da amplificacdo do DNA de linhagens de R solanacearum utilizando-se
o primer BOX A1R (M) marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas), (1) IBSBF 1708,
(2) IBSBF 1711, (3) IBSBF 1712, (4) IBSBF 1839, (5) IBSBF 1882 e (6) IBSBF 1883.
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Figura 4. Produto da amplificacdo do DNA de deferentes linhagens de R. solanacearum
1soladas de Eucabpius sp. por imciador de BOX AR1. (M) marcador de peso molecular
100 pb (Fermentas), (1) IBSBF 2133, (2) IBSBF 2525, (3) IBSBF 2526, (4) IBSBF 2548,
(5) IBSBF 2568 e (6) IBSBF 2576.
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Figura 5. Dendograma gerado de acordo com os perfis de amplificagio das 41 linhagens de
R. solanacearum utilizando o iniciador BOX AR.1. baseado no método UPGMA. utilizando

coeficiente de similaridade Diece.




Inverse PCR
(iPCR)

» Método de PCR que permite a
amplificacao de regioes
desconhecidas.



x

X

INVERSE PCR

Criado por Ochman em 1988

Regidoes conhecidas

Regioes de Flanqueamento

Presenca de Sitios de restricao

Determina regioes desconhecidas de até 4kb

Determinar sitios de insercao estranhos integrados
ao DNA, por exemplo retrovirus e transposons.
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Os Primers..

x A partir da uma regiao conhecida sao criados primers
Inversos hibridizados

x Primers inversos amplificam opostamente a primers de
PCR padréao (se distanciando um do outro e para fora)

T

—



Técni

Selecao do DNA molde,
Clivagem upstream e downstream (area conhecida)
Purificacao (remocao de possiveis inibidores)*

Circularizacao do DNA (ligase)

Amplificacao usando os primers inversos.



x ApOs seguidas fragmentacoes, ocorrera uma
circularizacao de fragmentos contendo a regiao de
Interesse

Regiao
Conheci
. da

Res



« Ocorrera uma clivagem na regiao conhecida do DNA
circular, linearizando-o e fazendo com que existam areas
conhecidas nas regides upstream e downstream.

Sitio se torna aberto para amplificacéo



Resumindo... TSR Jr—

e '
D A

g W wt -/ e W

Light digestion with restriction enzyme.

-Clivagem nos
sitios de
restri (;510 ] Self ligate (low DNA concentration)
-Circularizacao v
do fragmento; £
-Clivagem da

area

conhecida;

-Polimerase

seguindo

primers sl awn e adsyal
Invertidos;

: + many other fragments

Suitable for PCR, the two terminal sequences are known.

\J

+ many other circular fragments



VECTORETTE PCR

Processo que permite amplificacoes quando
se conhece apenas uma seguencia de
primers



UTILIDADES..

Analise de regiodes
homologas em
diferentes genes;

Mapeamento de introns do DNA
apartir de clones de cDNA,;

Mapeamento e sequenciamento de de
delecoes, insercoes, translocacoes.

Genomic Walking




A TECNICA

x 1°. Selecao da regiao de Iinteresse e clivagem da
sequéncia formando fragmentos desejados.

x 2°: Adicao dos oligonucleotideos (Vectorettes) nas
regioes terminais dos fragmentos.

x 3% Desnaturacao das fitas de DNA

x 4° Anelamento do primer conhecido e formacao da nova
fita que contém o fragmento de vectorette internalizado.

x 59 Anelamento do primer do vectorette e formacgao de
uma nova fita.



VECTORETTE

x E uma sequencia sintética de oligonucleotideos néo
pareados,
x O nao pareamento causa o formato particular.

ATGCTACGATC

CGTAGCATCGT



EM ACAO..

10

Sequéncia nucleotidica conhecida

Acdo de enzimas de restricdo

Insercao dos

20 Vectorettes

Vectorette

Vectorette




EM ACAO..
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Regido correspondente

4° - Anelamento do
primer inicial Primer da sequéncia
conhecida
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EM ACAO..

x 5° Anelamento do primer vectorette:

<=

Primer do vectorette



Resumindo...
-Digestéo daregiao
de interesse;
-Ligacao dos
Vectorretes nos

fragmentos

-PCR com o primer
conhecido

-PCR dos Vectorettes
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Vectorette PCR: A
Novel Approach to
Genomic Walking

C. Arnold and I.J. Hodgson

CRB Ltd., Gadbrook Park, Northwich, Cheshire, CW9 7RA, UK

Vectorette PCR (or chemical
genetics) is a method that enables
the amplification of specific DNA
fragments In situations where the
sequence of only one primer Is
known.('?) Thus, it extends the ap-
plication of PCR to stretches of
DNA where the sequence informa-
tion Is only available at one end. In
this report, we describe the chemi-
cal genetics method and demon-
strate its use In one specific applica-
tion. In addition, we demonstrate
how fragments generated by this
procedure can be sequenced rapid-
ly and simply using methods that
have the potential for automation.

The steps involved in the chemical
genetics method, or vectorette PCR, are
shown in Figure 1. There are three
basic steps: (1) digestion of target DNA
with a suitable restriction enzyme; (2)
ligation of suitable synthetic oligo-
nucleotides onto the digested DNA;
and (3) PCR using a specific primer and
a primer directed toward the synthetic
oligonucleotides.

Monspecific amplification of all
digested fragments is avoided by the
design of specific fragments of
synthetic DNA, called vectorettes, Vec-
torettes are designed so that they can
be amplified only if they are attached
to the DNA sequence of interest. The
vectorette is only partially double-
stranded and contains a central mis-
matched region (see Fig. 2). The vec-
torette PCR primer has the same se-
quence as the bottom strand of this
mismatched region and therefore has
no complementary sequence to anneal
to in the first cycle of PCR. In the first
cycle of PCR, only the known primer,
which is directed toward the sequence
of interest, will prime DNA synthesis.
This will produce a complementary
strand for the vectorette PCR primer to
anneal to in the second cycle of PCR.
In the second and subsequent cycles of
PCR, both primers can prime synthesis
with the end result being that the only

MATERIALS AND METHODS
Preparation of DNA

Chlamydia  trachomatis DNA
prepared as described previously.!"

was

Digestion, Ligation, and PCR

Prepared DNAs were digested with ap-
propriate  restriction enzymes in
suitable buffers at 37°C for 1 hr. ATP

and dithiothreitol (DTT) were added to

a concentration of 2 muM each, and ap-
propriate vectorette units were added
along with one unit of T4 DNA ligase
(without a change of buffer). The
samples were then incubated at 20°C
for 1 hr followed by 37°C for 30 min.
This incubation cycle was carried out a
further two times, because the vec-
torettes have been designed so that the
restriction enzyme site is not reformed
on ligation of vectorette to target DNA;
this incubation cycle leads to increased
target-vectorette constructs. The in-
cubation at 37°C leads to digestion of
target-target DNA, but not target-vec-
torette constructs. PCRs were per-
formed using the appropriate known
biotinylated primer and vectorette PCR
primer in 1x Tag PCR buffer with 2.5
units of Tag polymerase (I'romega).
PCRs were carried out on Techne PHC-
1 unit, with 40 cycles of 96°C 1 min,
64°C 1 min, and 74°C 1.5 min. PCR




VECTORETTE, UMA NOVA VISAO PARA

GENETIC WALK

x -Artigo que explora a capacidade do vectorette de
ser uma ferramenta no método de genetic Walk, que
consiste em selecionar regioes genomicas de

acompanhamento adjacentes a regioes conhecidas
e as sequenciar

x Foi utilizado o DNA da bactéria chlamydia
trachomatis



RESULTADOS..

x O processo fol capaz de isolar diversos fragmentos de
diferentes tamanhos, permitindo a utilizacao de outros
processos de automacao para amplifica-los e sequencia-los

x Foi possivel analizar mais de 1,5kb de DNA antes nao
caracterizado usando apenas um primer biotinado e um
primer de seguenciamento em menos de guatro dias



COMPARANDO...

REP-PCR INVERSE-PCR VECTORETTE-PCR

Reconhece Determina sitios de Reconhecimento de
sequéncias repetitivas insercao regioes especificas
Variacoes de primers  Primers inversos Vetores em forma de
(3) bolha

Diferenciacao de sub- Amplifica regioes nao Amplificacao a partir
especies conhecidas de um Unico primer
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