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1. INTRODUCAO

Uma das principais técnicas utilizadas em biologia molecular é a reacéo
em cadeia da polimerase (PCR). Através desse método é possivel amplificar
milhares de vezes um fragmento de DNA (GARCES, LIMA, 2004). O processo
de desenho dos primers € uma etapa chave para um PCR bem sucedido,
necessitando do conhecimento prévio da sequéncia de DNA alvo, onde se
deseja que esses iniciadores sejam ligados.

Faz-se necessario o uso de primers com parametros especificos, como:
temperatura, tamanho, composicdo e conteudo GC; esses parametros sao
calculados utilizando-se softwares especificos a fim de que os primers se unam
a sequéncia de DNA de interesse.

Este trabalho descreve a viabilidade da construgdo de primers através da
utilizacdo de um programa de bioinformatica, mostrando a necessidade do
crescente uso de métodos computacionais para contextualizar dados biologicos
(RHEE, S. Y; DICKERSON, J; XU Dong, 2006).

2. MATERIAIS E METODOS

O desenho dos primers é dividido em varias fases: busca e escolha das
sequéncias de interesse; alinhamento das sequéncias e determinagdo do
consenso; selecdo da regido consenso mais conservada, além da escolha e
teste dos primers (GARCES, LIMA, 2004). Para o desenho de primers in silico
foram obtidas ESTs (Expressed Sequence Tags) a partir de 7632 sequéncias
de aveia contidas no banco de dados do NCBI (The National Center for
Biotechnology Information). As sequéncias de ESTs dos resultados obtidos
foram salvas no formato FASTA e armazenadas em arquivo de texto. O
programa CAP 3 foi necessario a fim de eliminar repeticdes, fragmentos que
apresentavam um numero de bases muito diferente da média e outras
sequéncias fora do grupo de interesse, restando 4586 sequéncias incluidas no



estudo. Para a localizacao, caracterizacdo e desenho dos primers de regides
microssatélites (Simple Sequence Repeat) foi utilizado o programa
SSRLocator, o qual foi desenvolvido no Centro de Genbmica e
Fitomelhoramento da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel.

Os parametros fisicos devem ser semelhantes com a finalidade de
assegurar o desempenho coerente entre os pares de primers. A Tm
(Temperature melting) foi de no minimo 57°C, méaximo 63°C e 6tima de 60°C
durante o desenho dos primers. O percentual de GC contido na seqiéncia alvo
de DNA usualmente é de 40% a 60% (BURPO J. F, 2001); essa contribui¢éo
majoritaria do GC na constituicdo da fita justifica-se pelo fato de haver uma
ligagdo mais forte entre esses nucleotideos (através de trés pontes de
hidrogénio) comparada as duas pontes em AT. Sendo assim, torna-se mais
dificil de separar as fitas nas ligagbes GC que em AT. Neste trabalho o
conteudo de GC foi no minimo de 40% e no maximo de 50% da sequéncia. O
tamanho dos fragmentos amplificados (amplicon) varia de 100 a 300
nucleotideos. O comprimento estipulado para os primers foi no minimo de 19,
maximo de 22 e ideal de 20 pares de bases.

3. RESULTADOS

Ao final do processo de desenho dos iniciadores, como etapa do PCR, foram
delineados 58 grupos, conforme explicitado na tabela 1.

Tabela 1. Lista de iniciadores derivados de regides SSR de sequéncias ESTs
de aveia. CGF/FAEM/UFPel, 2009.
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1 seqieice § G CACACACCATOCS TETEG BB CALCXCCTRAAG TG TG TG B2 110
2 seqieice_ 10 CGAG GO TAG TRGATACC GG 5 506 AL A TRAAMCCD ACALT CAC 5] =l
Aseqieice H AACTIG AT TG TTGAGG .11 GO ATICE AT TARACGAG ALD = HH m
tseqiniee GG A TCATCCATCCCARA TG 0,135 TCTGCATCTGG TTCTG GATC B =
5 seqinice 6 GGG TC ATCCATCOCARA TG 0,135 TCTGCATCTEG TTCTGGATS | =
E seqieice_BS G CCACT: TOG ACANG TAG KT 5,166 CAGAG GAAG ATTG ATG CTEG A 112
8 seqeice_9 ACRAGTLTTEE TEETEGTEG 50,798 ARG GECC AMCARC TG TARG o)) ==

10 seqieice 3 GGG ACG ALG TAGAGGTGA H21 TGC TCCEATTTCATIG TGGTA H 1E
11 seqieice _X0 TTTGE TTGG G TG MG ACG AC 56 313 CAG CAGCAAG MALE ACAAG B e s |
12 seqisice A5 TCCTCCTOCAGGATG TG ACT AN TTCTATCTAMCE G GEAC o . 1]
13 sequeice 36 GG CACGAG O AGAG AG AGA BEE TG TG TGCAGG G AT TG TA FH a6 11
1t seqinice 100 ATGGATIACTGETGE TG GST 55 8566 CAG ME GC ACAL MCCTCG HAW X
13 seqieice 106 GG TCAAGACAL KTCCACCCA 53\ COCALG CTG ARG ATRAGCAC HAE 5
18 seqimce 118 COTCGATG ATCCE TG ARACT D3 AGE ATTGGAGGAATTAC ACA =0 11
21 segieice_ 13 CCTTG TG TGATGTGTEGCT H VB GO TGATG TG TG TATG HED =
2 seqinice_iAR ATCCGATCATGG ACAGATCG 55 535 TGO ATCTTAC AMCE CACCA o) k-2
3 seqivice 158 TITCTTICTAEG TGGGTCTC .79 ACATGCAATTCGTCACCGTA s 191
2 g _{ER COACCOACG ARTCATCTTTT 6 00 TCCAATCCATTTECTTTORS B S M3
5 seqieice 166 GGGTTAGE GAKT ARG ACAR 11 CARCTROGAGAMCIGATGG I I
25 seqieice_1EME CATTTG TATAG CACCACT .31 ACCTTATGCCTT ToCGGAGT i epraci] =
N seqieice 100 CACC MATGCTTGEG ARG A H 51 GTCAMCTCCACCATLTTOET i o] s o] 12
3 segraie_ 190 TGACTCATCTTTTGGACC TTT 0,11 ACAACANG CGAATACAGC B[R =
X seqiniee X GAGC TOCATTAG TTGTIG T 0,119 ATATIE CAM TAGE AG COCAD HmE1 19
31 seqiaice_ R AGCAG G CACTGGOGATTT B3 | GTACCC GAG ACCTAGOCTCG [2ef e ] o - |
T srqieice TXR CTCATG TGCATGCATTTIEG B TTCATIGETTTITCCTTIGES HAE b3
A rgimce 3G GCOTTGOE TG GAG ACTCAAG SR GATGGATTGCATCCCTCART 115 o
X seqieiee 209 ACAL GRACART T TCAGG 5 56 G ARMARC TG TG TTE TGGCA o]t 18
X seqieie =1 CTCTC TTC CCAC GACG TETG 956 CCATT TTACATGCATCIGGT 31 .2
3 seqinice P CCAG MG TOCCTTT TG GTT B 51 AATRAG GRACARANT, COOC 2 1B
X seqieice XA GOOCTACTOOCAAG ATAM B 266 CCTTG CACE TRCAGCTACCA Brfra] 116
H seqizice_JEN COCATC TGECTGACAMAC TA HAN MTAOGATTGCCTTIGTGAC ol el s
U seqiniee 39 CTGCGOC GGG AGAATACTA 5,116 COTCGACAETG ARAALGCA zm n3
2 stqieice XA TTTEG TG TG CAMG AGTCTG 13 TECGATARM TCAACCAC TG HEH =
Q seqiriz 20 AL GACAMMACATEG CG AR TS 5 996 CATCCTCACCA TG MG GG AA E2): oo 13
L seqieice _XED CTEATTEG GG TS TRCCA 55 57 ATCARG GAG CALXT: AGRCAT = 41}
5 seqieice 310 ATGAS CAMOG GATACAL G 5 355 ARG TRAGCAD CTCTIRCG AGG B 25
\E seqinie 58 GO AT LGTTACAGTGA 5 LCOCTOGS TG TCTTGT TAT B =
1 srqimice 3 AAACATCD CCATANG ATCG 273 TGTTACG TARCATIXG GCAM oD 196
8 srqinice 31 CACTCIGAMGACGATGC 535 GCTEGOGATAATTCTG TGGA AL e
\d segieice_IM G AT AL ACG AGAAAG GG .1V TTGACCTCTCTCG GTGACAR =t
S seqieice MR COGACTE ATCE TAAC AGCAR 6\ TTACACAGAAG MM G5 C 0,11 m
51 seqieice_3BUY AL CAMG GCATCACACTETOC 118 GAGTAGCTOCACCTCACOET |8 1|
5 segiice_HU CACTGIGAMGAC AT 5 39 GLGTTALS CANTE AKG ACAR .11 e
5 seqieice X9 GCTTITICCTGC TCCTGATG 5 355 G AANCE ME CCAGARMOCCT BB 1=
5t seqieice_\OR C ARG CACAACACAGACACES HI .2 G ACE ARACE CATCACCARG A H 186
55 seqimce WA C ARACACTG GAL ACAC GCAT )51 TCCAGTTTGC TGACAG GATG A =
56 seqieice _LIED GCATTTG TTECARGCA TG TG C 5699 TCTE ACAACARACCAGAL CAR 2R H] 1B
5 seqieice IR CTGCTGA TCCATGCCTG TA HI B A ACAC AATC COCACAL TG G 012 =1
58 seqieice_LL21 CACGCACATGCTATCTCTT B I0 CTCLCTEG AGCATACG MCT zm ne

4, DISCUSSAO E CONCLUSAO

A obtencdo de primers mostra-se de fundamental importancia para as
pesquisas moleculares. Por meio de procedimentos simples, utilizando-se de
programas de bioinformatica, torna-se possivel obter bons resultados no que
tange a amplificacdo das sequéncias de DNA desejadas. Seu uso representa
uma economia de tempo e de recursos em testes laboratoriais. Esses
resultados podem orientar o pesquisador na selecdo dos desenhos de primers
de regibes microssatélites maximizando a eficacia da técnica de PCR.
Atualmente, alguns dos primers apresentados neste trabalho estdo sendo
testados in vitro.
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