
Protocolo

Desenho de
Primers



Plataforma NCBI*

*https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Na plataforma NCBI, você pode submeter dados ou
manuscritos para as bases de dado da NCBI, baixar dados
para seu computador, analisar uma ampla variedade de

ferramentas de análise de dados que permitem aos usuários
manipular, alinhar, visualizar e avaliar dados biológicos, etc.

O tutorial a seguir tem como objetivo mostrar e detalhar
passo a passo como é realizado o desenho de sequências de

oligonucleotídeos (primers) para PCR especificas utilizando as
ferramentas do NCBI.



1° passo
Selecione a opção "Gene"  em "All Databases" na página inicial do NCBI; na barra à direita

procure o gene de interesse (Atf6 na imagem demonstrativa); e clique em "search"



2° passo
Selecione o gene correspondente à sua espécie de estudo (homo sapiens na

imagem demonstrativa)



3° passo
A página vai gerar informações gerais sobre seu gene, gráficos, artigos

relacionados ao gene etc. Clique em "NCBI Reference sequences (RefSeq)" à
direita da tela (como mostrado na imagem abaixo) para ser direcionado ao

final da página.



3° passo
Na opção "mRNA and Protein(s)" encontrará dois links, um para a

plataforma NM – que é específica para RNA - e um para a plataforma NP -
específica para proteínas. Clique em NM.



3° passo

Nota: O número de acesso da sequência de referência de
mRNA que iremos utilizar (no caso do exemplo

NM_001410890.1) na plataforma Primer-BLAST pode ser
copiado e colado diretamente na plataforma em

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ em “Enter
accession, gi, or FASTA sequence”. Porém, como realizamos a
pesquisa do gene na plataforma NCBI, podemos adquirir os

primers diretamente.



4° passo

 A página que abrir terá todas as informações referentes aos
nucleotídeos, sequencias gênicas, quantidades de pares de bases
(pb), onde foi publicado, aparecerá a sequência nucleotídica de

determinado gene, genôma, DNA, primer etc. Com os dados
apresentados, você poderá utilizá-los para diversos fins, como

desenhos de primers, identificação de sequências genômicas de
interesse, produtos gênicos e especificidade de primers, por meio

de softwares line contidos no próprio site. 



4° passo

 Para desenho e criação de primers de interesse, será utilizado um processo
simples, mediado pela opção “Pick Primers” disponível na lateral direita da

página, como mostrado na imagem abaixo.



5° passo

Copie o código que aparecer (NM_001410890.1 no exemplo em questão)



6° passo
Ainda nessa página confira e mude alguns parâmetros de busca

- em "PCR product size", em "Primer melting temperatures (Tm)" e em "Exon junction span"
selecione os valores/opções apresentados nas imagens abaixo e dentro de "+Advanced

Parameters" vá em "Primers Parameters" e digite os valores apresentados na imagem abaixo
- conferir se na aba organismo o código é referente ao seu modelo



6° passo

Algumas considerações:
- Abaixo de "PCR product size", em "# of primers to return”, pode-se ainda escolher a

quantidade de primers que se deseja encontrar. 
- Em "Primer melting temperatures (Tm)"  defini-se a temperatura ideal para

anelamento, mas geralmente permanece a temperatura pré-configurada pelo
aplicativo, sendo que a temperatura do primer 1 e primer 2 (reverso), devem ser

análogos, ou com diferença máxima de 3°C.
- O ideal é que a região do primer escolhido (delimitado em "Exon Junction Span")

amplifique exons de regiões diferentes para evitar erro de amplificação (como
amplificação de DNA contaminado) -> ao selecionar "Primer must span an exon-exon
junction" o programa é direcionado a retornar pelo menos um primer (dentro de um

determinado par de primers) que estende uma junção exon-exon; isso é útil para
limitar a amplificação apenas para mRNA; você também pode excluir esses primers

se quiser amplificar o mRNA, bem como o DNA genômico correspondente.



7° passo
Ao final da mesma página clique em "Get Primers" e aguarde a página

gerar os dados (pode demorar um pouco). Assim que os resultados
aparecerem, selecione os genes de acordo com a sua eficiência,

normalmente o primeiro é o melhor, mas é bom conferir o parâmetro "Self 3'
complementary" (o ideal é que esteja entre 2-3), Tm (variação máxima de 3°)

e CG% (desejável de 40-60%) dos demais. Selecione o gene que for
conveniente e copie as sequências "Forward primer" e "Reverse primer" para

montar sua planilha/documento. É importante que todos as informações
estejam registradas e conferidas, pois esses dados serão requisitados pela

revista no material suplementar.



Ferramenta BLAST - Basic Local
Alignment Search Tool

A ferramenta  BLAST descobre regiões de similaridade local entre
as sequências. O programa compara nucleotídeos ou sequências

de proteínas com o banco de dados de sequências e calcula a
significância estatísticas das correspondências. A ferramenta

pode ser usada para inferir relações funcionais e evolucionários
entre sequências, bem como ajudar a identificar membros de

famílias genéticas.
Aqui iremos utilizar o BLAST apenas para para teste in sílico de
especificidade e comparar a sequência de nucleotídeo (primer)

desenhada anteriormente com o banco de dados, no qual iremos
obter a função, espécies associadas etc.



1° passo
Na página inicial do NCBI clique em BLAST na lateral direita



2° passo

Na página da ferramenta clique no quadro "Nucleotide BLAST"



3° passo
Na página que abrir insira a sequência de nucleotídeos do primer no campo

"Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s)" e em "Choose
Search Set" selecione "RefSeq Select RNA sequences (refseq_select)".



4° passo
Selecione o programa (especificidade da sequência) BLASTN, que 
 otimiza sequências pouco semelhantes, assim a dissimilaridade é
maior, podendo ter apenas poucas semelhanças entre as bases
do primer e a sequência do banco de dados, clique em BLAST e

aguarde a página carregar os resultados.



 Todos os dados que apresentaram relação com o primer produzido
aparecerão de forma descritiva na aba "Descriptions". Na página será
apresentado dados referentes a quais sequencias ou espécies o primer

está relacionado. Do lado direito, é mostrado dados relativos à
similaridade dos primers com sequencias gênicas de outros dados,
chamado de “Query cover”, sendo 100% muito similar; “Per. Ident”,

refere-se a quantas bases são idênticas (em referência aos primers
testados); e o ID “Accession” do determinado dado para acesso.

5° passo



 Na aba "Alignments" conseguimos ver isso de forma mais visual.

5° passo



Nota: é possível alinhar duas ou mais sequências para fazer a pesquisa

5° passo



Análise in silico

 Após o desenho dos primers, seleção do melhor primer e teste de
especificidade, as sequências Forward e Reverse podem ser
copiadas para as planilhas das empresas que sintetizam os

primers. Uma última verificação é recomendada antes de enviar
as sequências de primers para serem sintetizadas. Essa etapa é
para verificar se o primer desenhado apresenta dímeros e pode

ser realizada in sílico pelo site da ThermoFisher Scientific na
plataforma Multiple Primer Analyzer. Disponivel em:

https://shorturl.at/emDG5

https://shorturl.at/emDG5


Ao digitar as sequências dos primers (seguindo o modelo mostrado na
imagem abaixo - "seq1 bases") no primeiro quadro os resultados vão
aparecer instantaneamente no quadro mais para baixo na página, e

atualizarão automaticamente caso mudanças na sequência sejam feitas.



Ficou com alguma dúvida?
Os alunos do laboratório ficarão felizes em lhe ajudar :)


