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1. INTRODUÇÃO  

O morango (Fragaria x ananassa) é um pseudofruto com alto valor 

econômico, muito apreciado por seu sabor e aroma. Por se tratar de um fruto 

nãoclimatérico possui baixa sensibilidade a ação do etileno em contraste aos 

clássicos climatéricos, necessitando permanecer ligado à planta para sua 

maturação (PERKINS-VEAZIE, 2010). Os eventos que ocorrem no 

amadurecimento de frutos não-climatéricos favorecem a suscetibilidade à 

patógenos, resulando em perdas de produtividade. Um dos principais patógenos 

que afetam o morango na pré e póscolheita é o Botrytis cinerea,agente etiológico 

do mofo cinzento (PETRASCH et al., 2019).  

 Atualmente, o controle de fungos na agricultura é predominantemente feito 

com fungicidas. No entanto, esse método traz sérios impactos negativos, como a 

contaminação do solo e da água, a presença de resíduos químicos nos alimentos 

e o desenvolvimento de resistência pelos fungos, o que torna os tratamentos menos 

eficazes (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018, BRENT; HOLLOMON, 2017). Diante 

desses desafios, há a necessidade de buscar alternativas para o controle de 

fungos. Logo, obter um conhecimento mais aprofundado sobre o fungo, e o seu 

arsenal de mecanismos de virulência contra a planta, permite identificar alvos 

estratégicos específicos para o desenvolvimento de agentes de controle mais 

precisos e de plantas mais tolerantes às infecções.   

Um dos mecanismos de defesa utilizados pelo Botrytis cinerea é o 

silenciamento gênico mediado por RNAs interferentes (WEIBERG et al., 2013). O 

fungo é capaz de secretar pequenos RNAs (siRNAs)que suprimem a expressão de 

genes de defesa do morango, favorecendo a infecção. Em contrapartida, o morango 

também produz seus próprios siRNAs, visando silenciar genes de virulência 

essenciais para o fungo, em uma tentativa de conter a infecção (CHEN et al., 2020). 

Nesse contexto, os RNAs circulares (circRNAs) emergem como uma alternativa ao 

uso de fungicidas, uma vez que são capazes de capturar siRNAs por 

complementariedade de pares de bases. Os circRNAs são originados de um 

processo chamado back-splicing a partir de um  pré-mRNA, formando estruturas 

covalentes fechadas, sem extremidades livres (KRISTENSEN et al., 2019). Essa 



 

  

conformação confere aos circRNAs estabilidade perante exonucleases, tornandoos 

candidatos atraentes para estratégias de interferência por RNA.  

No entanto, a detecção e validação de circRNAs representam um desafio 

metodológico. A baixa abundância natural e possíveis conformações secundárias, 

frequentemente resultam em falsos negativos. Além disso, a sua estrutura circular 

dificulta a amplificação a partir de PCR convencional, visto que os primers devem 

ser desenhados para reconhecer junções back-splicing, regiões essas que 

diferenciam os circRNAs dos transcritos lineares (HANSEN, 2018; SZABO; 

SALZMAN, 2016).   

Assim, o presente trabalho visa projetar primers que sejam capazes de 

identificar as junções back-splicing, visando validar estratégias baseadas no 

silenciamento de genes de virulência fúngica utilizando circRNAs, reduzindo a 

dependência de agentes químicos e minimizando perdas na produção.   

2. METODOLOGIA Desenho de primers para circRNAs  

As sequências de circRNAs utilizadas para o desenho de primers foram 

previamente identificadas por GONZALEZ (2024). Sendo eles aqui chamados de  

CircLipid (FANhyb_rscf00006336.1:2732|2991 lipid transfer protein código 

XM_004299420.2) e CircVicitin-like (>FANhyb_rscf00000084.1:83736|84089 vicilin-like 

antimicrobial peptides 2 XM_004300566.2). Os primers foram desenhados conforme o 

protocolo estabelecido por Panda e Gorospe (2018). Conforme esquematizado na 

Figura 1, a estratégia baseia-se no desenho de primers que flanqueiem o backsplice 

junction, amplificando um amplicon formado pela junção da extremidade 3' (100 

nucleotídeos - nt) com a extremidade 5' (100 nt) da sequência circular.  

  

 

Figura 1. Esquema da biogênese de circRNAs (parte superior) e representação do 

desenho de primers divergentes para a amplificação por PCR da back-splice 

junction (parte inferior). Fonte: Adaptado de Panda e Gorospe (2018).  

Para a confecção dos primers, utilizou-se o software Vector NTI Suite v.10 

(Invitrogen), considerando os seguintes parâmetros: temperatura de melting (Tm), 

energia livre de Gibbs (ΔG), percentual de bases guanina e citosina (%GC) e 

formação de dímeros de primer. Adicionalmente, estabeleceu-se como meta o 

comprimento de 20 nucleotídeos para todos os primers. Todos os parâmetros foram 

ajustados para atender a um padrão de qualidade ideal, conforme especificado na 

Tabela 1.  



 

  

  

  

  
Tabela 1 – Parâmetros considerados para o desenho de oligonucleotídeos primers.    

    

Parâmetro                                                                             Valor Ideal      

      

 

Comprimento do primer (forward/reverse)                            18 – 22 nucleotídeos  

Conteúdo de GC (%GC)                                                        40 – 60%  

Temperatura de melting (Tm)                                                 54,5 – 55,3 °C  

Sequências palindrômicas                                                     0  

Sequências repetida                                                              0  

Formação de dímeros de primers e hairpins                         0  

Tamanho do amplicon                                                           180 – 250 pb  

 

  

  

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Os primers desenhados para os circRNAs CircLipid e CircVicilin-like seguiram 

os parâmetros estabelecidos na metodologia. Para o CircLipid, o primer forward 

convergente apresentou temperatura de melting (Tm) de 54,8°C e teor de G/C de 

57,9%; enquanto o forward divergente exibiu Tm de 53,5°C e teor de G/C de 50%. 

Por outro lado, o primer reverse convergente apresentouTm de 52,4°C e teor de 

G/C de 45,5%, ao passo que o reverse divergente registrou Tm de 55°C e teor de 

G/C de 57,9%. Para o CircVicilin-like, o primer forward convergente apresentou 

temperatura de melting (Tm) de 52,4°C e teor de G/C de 57,9%; enquanto o forward 

divergente exibiu Tm de 50,6°C e teor de G/C de 47,6%. Por outro lado, o primer 

reverse convergente demonstrou Tm de 53,3°C e teor de G/C de 45,5%, ao passo 

que o reverse divergente registrou Tm de 49,6°C e teor de G/C de 60%.   

Em relação à formação de dímeros de primers, observou-se que, de modo 

geral, os primers não apresentaram recorrência de dímeros. Quanto à energia livre 

de Gibbs (ΔG), os valores obtidos foram negativos, conforme o recomendado. 

Adicionalmente, os primers exibiram tamanho médio de 20 pares de bases.  

Dessa análise, constata-se que apenas os primer forward convergente e 

reverse divergente do CircLipid aproximou-se da Tm ideal; os demais ficaram 

abaixo do valor desejado. Entretanto, as porcentagens de guanina e citosina 

permaneceram dentro da faixa adequada. Cabe destacar que todos os primers 

projetados para os circRNAs apresentaram Tm inferiores ao recomendado, uma 

vez que a amplificação por PCR em tempo real emprega a enzima Taq DNA 

polimerase, que tem temperatura ótima de atuação próxima a 60°C.  

O conteúdo de GC, que se manteve entre 45–60% para todos os primers, está 

de acordo com o recomendado para reações de PCR, uma vez que valores 

extremos podem comprometer a eficiência da amplificação (BUSTIN et al., 2009). 

É relevante destacar que a subestimação da Tm pelo software Vector, como 

observado neste estudo, é um fenômeno conhecido e justifica a validação empírica 

das temperaturas de anelamento (KOZERA; RAPACZ, 2013).   



 

  

4. CONCLUSÕES  

Através da metodologia aplicada, foi possível desenhar primers para a 

amplificação de RNAs circulares (circRNAs). O principal desafio reside em 

compreender o mecanismo de backsplicing e as implicações da circularização do 

RNA em sua tradução. Com o design concluído, as próximas etapas envolvem a 

síntese dos primers e a validação experimental para confirmar a eficiência do 

método. Entretanto, o trabalho destaca a necessidade crucial de estudos adicionais 

de validação biológica dos genes-alvo.    
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