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1. INTRODUÇÃO  

 
Uma das principais técnicas utilizadas em biologia molecular é a reação 

em cadeia da polimerase (PCR). Através desse método é possível amplificar 
milhares de vezes um fragmento de DNA (GARCÊS, LIMA, 2004). O processo 
de desenho dos primers é uma etapa chave para um PCR bem sucedido, 
necessitando do conhecimento prévio da seqüência de DNA alvo, onde se 
deseja que esses iniciadores sejam ligados.  
 Faz-se necessário o uso de primers com parâmetros específicos, como: 
temperatura, tamanho, composição e conteúdo GC; esses parâmetros são 
calculados utilizando-se softwares específicos a fim de que os primers se unam 
à sequência de DNA de interesse.  
         Este trabalho descreve a viabilidade da construção de primers através da 
utilização de um programa de bioinformática, mostrando a necessidade do 
crescente uso de métodos computacionais para contextualizar dados biológicos 
(RHEE, S. Y; DICKERSON, J; XU Dong, 2006). 
 
 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

O desenho dos primers é dividido em várias fases: busca e escolha das 
seqüências de interesse; alinhamento das seqüências e determinação do 
consenso; seleção da região consenso mais conservada, além da escolha e 
teste dos primers (GARCÊS, LIMA, 2004). Para o desenho de primers in silico 
foram obtidas ESTs (Expressed Sequence Tags) a partir de 7632 sequências 
de aveia contidas no banco de dados do NCBI (The National Center for 
Biotechnology Information). As seqüências de ESTs dos resultados obtidos 
foram salvas no formato FASTA e armazenadas em arquivo de texto. O 
programa CAP 3 foi necessário a fim de eliminar repetições, fragmentos que 
apresentavam um número de bases muito diferente da média e outras 
seqüências fora do grupo de interesse, restando 4586 sequências incluídas no 



estudo. Para a localização, caracterização e desenho dos primers de regiões 
microssatélites (Simple Sequence Repeat) foi utilizado o programa 
SSRLocator, o qual foi desenvolvido no Centro de Genômica e 
Fitomelhoramento da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel.  

Os parâmetros físicos devem ser semelhantes com a finalidade de 
assegurar o desempenho coerente entre os pares de primers. A Tm 
(Temperature melting) foi de no mínimo 570C, máximo 630C e ótima de 600C 
durante o desenho dos primers. O percentual de GC contido na seqüência alvo 
de DNA usualmente é de 40% a 60% (BURPO J. F, 2001); essa contribuição 
majoritária do GC na constituição da fita justifica-se pelo fato de haver uma 
ligação mais forte entre esses nucleotídeos (através de três pontes de 
hidrogênio) comparada às duas pontes em AT. Sendo assim, torna-se mais 
difícil de separar as fitas nas ligações GC que em AT. Neste trabalho o 
conteúdo de GC foi no mínimo de 40% e no máximo de 50% da seqüência. O 
tamanho dos fragmentos amplificados (amplicon) varia de 100 a 300 
nucleotídeos. O comprimento estipulado para os primers foi no mínimo de 19, 
máximo 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 regiões SSR de seqüências ESTs 
de aveia. CGF/FAEM/UFPel, 2009. 



 
 
 
 
 

4. DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 
 

A obtenção de primers mostra-se de fundamental importância para as 
pesquisas moleculares. Por meio de procedimentos simples, utilizando-se de 
programas de bioinformática, torna-se possível obter bons resultados no que 
tange à amplificação das seqüências de DNA desejadas. Seu uso representa 
uma economia de tempo e de recursos em testes laboratoriais. Esses 
resultados podem orientar o pesquisador na seleção dos desenhos de primers 
de regiões microssatélites maximizando a eficácia da técnica de PCR. 
Atualmente, alguns dos primers apresentados neste trabalho estão sendo 
testados in vitro. 
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