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Haemophilus influenzae plasmid pA1209, 
complete sequence
GenBank: JQ783055.1

GenBank Graphics 

>gi|392513885|gb|JQ783055.1| Haemophilus influenzae plasmid pA1209, complete 
sequence
AAAAAACAGGGCTGAAAGCCCAAAAAGAGCCGAAAGGCTCTATTTTTTTATATTTTATATTTTTATCTTG
TTTTCGGATAGGCTAGAGCCTTTATTTGCAAGGGTTGTGGATTTTAAATATGTAGAAATTTGTCGTTTAA
TATGTAGAAATTTGTCGTTTAATATGTAGAAATTTGTCGTTTAATATGTAGAAATTTGTCGTTACTATGT
AAACCATATTTACTTTTTACATAGTTTTGTTATTATGTAGAAAGATAATTTCTTTACATAGATTTGGTGA
CCTATGACAAATGACCTTACAGTGGTGAAAGCGAATAGTTTGATTGAGGCTAGTTATCGCCTGACATTGG
ACGAAATGAGATTGTTAGCTTTAACGATTGGAACAATGAACCCAAAAAGCGATCAGCAAGTGTTCGAGTT
TTCGGTGTCTGAATTTGTAAATCAATTTCCTGATGTGAACGTAGATAGGGCGTACACACAAATAAAATCA
GCGATTGAGCGTATTTCTGAACGTTGGGTAAAGACGGAAGATGAAAGGCACGTTACTAAATTTAGATGGG
TGTCGTCTCAAACGTATTTCAAGAAAGAGGGGCGATTTAAAATAGCCCTAACCAATGAAATTATGCCTTA
TTTAACGCAGTTAAAAGGGCAATTTACCCAATATCAACTTAATCATATCTCTGGTTTTACGAGTGTTCAT
ACAATGCGTTTTTATGAGTTGCTAACTCAATACAAACGGGTTGGACAACGCTATATCACTATTGAAGATT
TGAAAAAATGGTTGCAACTTGAAGATAAATACAATTTGTGGGCTGAGTTACAACGTTGGGTTATAAAACC
GTCGTTAAATGAAATTAACGAAAAATCAGATCTCTTTGTTGAATATGAGCCAATGAAAAAAGGGCGAAAA
GTTACAGGTATTGAGTTTAGTATCACATACGAAAAACCAGTAAAAAAACGCCCAGCATTTCCGCATAAAA
ACAAGTACGGTACTTTCGTTAAATTTAATGCTCAAGATCCAAAATTCAGCTCTCACGAATATTCAGTTTA
TGCTAAAGATTGCCTAAAAATACTAGATGATTTTTATAGTGATCTAGCTGATGTTACGTTAGAAGATTTG
GTTTTTTATGCGAAGTTTTTAGCGGTCAATCAAAGCCATAAATCAAAGTTTGGGAAAGAGCGAAATATCT
GGGCTGAATTGAAAAAGAGAGGTTATAAGCTATCGCAATATGAATTGGTTGAAATACCAAAAAATCAAAT
AGATTTTGTTGAGTAAACTATGAAAAAAATTGAACAATAAGGTGGTTTATAATGTGTACTTTAATGCAAA
AAGATAGCTTAATTCATTTAGTTGCTGAAGCTCAAGCAACATTAACATTAAGAATTGATCCAGGGGTCTG
ACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTA
GATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGT
TACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGAC
TCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCG
AGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGT
GGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGC
CAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTAT
GGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCG
GTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCAGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGG
CAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAAC
CAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATACC
GCACCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGA
TCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCA

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/392513885?report=genbank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/392513885?report=graph
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http://pradeepbiobud.blogspot.com.br/
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Cadeias de nucleotídeos que atuam como iniciadores do processo de 
replicação de DNA
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O que são O que são primers?primers?

Cadeias sintéticas de nucleotídeos que atuam como iniciadores do processo de 
replicação de DNA

ATCCGCGTAGACTCGCACAGTAGCGCAT
||||||||||||||||||||||||||||
TAGGCGCATCTGAGCGTGTCATCGCGTA
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Ingredientes

* DNA molde

* primers

* enzima do tipo polimerase

* nucleotídeos

Protocolo

* Número de ciclos              
                

* Duração de cada ciclo

 * Temperatura em cada uma das etapas
               Desnaturação

 Pareamento
               Extensão

 * Duração de cada uma das etapas
               Desnaturação

 Pareamento
               Extensão



  

Reação de Polimerase em Cadeia (PCR)Reação de Polimerase em Cadeia (PCR)

Ingredientes

* DNA molde

* primers

* enzima do tipo polimerase

* nucleotídeos

Protocolo

* Número de ciclos              
                

* Duração de cada ciclo

 * Temperatura em cada uma das etapas
               Desnaturação

 Pareamento
               Extensão

 * Duração de cada uma das etapas
               Desnaturação

 Pareamento
               Extensão

Exemplo de
Programa de ciclagem

* 96°C por 1 minuto

* Repetir 25 ciclos de:

 96°C por 10 segundos
 50°C por 5 segundos
 60°C por 4 minutos
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http://www.karymullis.com



  

Projeto de Projeto de PrimersPrimers

Características desejáveis

→ Tamanho:   

→ % de bases C e G:

→ Temperatura de melting/annealing:   

→ Diferença entre as Tm dos primers F e R:

→ Base na extremidade 3':  

→ Sem ocorrência de runs, repeats e estruturas secundárias

http://www.karymullis.com/pcr.shtml


  

Projeto de Projeto de PrimersPrimers

Características desejáveis

→ Tamanho:   entre 18 e 24 pares de bases

→ % de bases C e G:   entre 45 e 60%

→ Temperatura de melting/annealing:   entre 45 e 55 oC

→ Diferença entre as Tm dos primers F e R:   máximo de 5 oC

→ Base na extremidade 3':  C ou 3'G 

→ Sem ocorrência de runs, repeats e estruturas secundárias
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Tamanho e Especificidade

Um primer é específico se ele se pareia com o template apenas na região específica
para a qual ele foi projetado

Quanto Maior Tamanho do primer  →  Mais específico
Mais estável
Mais propenso a formação de estruturas secundárias



  

Projeto de Projeto de PrimersPrimers

Tamanho e Especificidade

Um primer é específico se ele se pareia com o template apenas na região específica
para a qual ele foi projetado

Quanto Maior Tamanho do primer  →  Mais específico
Mais estável
Mais propenso a formação de estruturas secundárias

Tamanhos entre 18 e 30 bases são preferidos
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%CG

Quanto maior a quantidade de bases C e G, mais fortemente o primer se ligará ao template

Influenciam na temperatura na qual o pareamento primer – template ocorrerá



  

Projeto de Projeto de PrimersPrimers

%CG

Valores entre 40 e 60% são preferidos

Quanto maior a quantidade de bases C e G, mais fortemente o primer se ligará ao template

Influenciam na temperatura na qual o pareamento primer – template ocorrerá
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Base na extremidade 3'

Extremidade pela qual a enzima polimerase inicia a extensão do primer

Ligação C – G mais estável do que ligação A – T 
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Projeto de Projeto de PrimersPrimers

Base na extremidade 3'

Extremidade pela qual a enzima polimerase inicia a extensão do primer

Ligação C – G mais estável do que ligação A – T 

Pontes de 
Hidrogênio

Base C ou G é preferida na extremidade 3' do primer
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Runs e Repeats

A repetição consecutiva de uma única base na sequência do primer define um run

A ocorrência repetida de uma subsequência de nucleotídeos em posições consecutivas 
na sequência de um primer define um repeat.
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Tm e Ta

Temperatura de melting (Tm): temperatura na qual metade das moléculas
de DNA estão na forma desnaturada

Temperatura de annealing (Ta): temperatura na qual a extensão do primer
ocorre



  

Projeto de Projeto de PrimersPrimers

Tm e Ta

Temperatura de melting (Tm): temperatura na qual metade das moléculas
de DNA estão na forma desnaturada

Temperatura de annealing (Ta): temperatura na qual a extensão do primer
ocorre

Ta deve ser de 3oC a 5oC abaixo da Tm 

Diferença preferida entre as Tm dos primers F e R de 5oC
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Cálculo da Temperatura de Cálculo da Temperatura de MeltingMelting

Aproximações para o cálculo da Tm

1) Básicas

2) Dependentes do Sal

3) Baseadas na Termodinâmica da reação
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Cálculo da Temperatura de Cálculo da Temperatura de MeltingMelting

Aproximações para o cálculo da Tm

http://www.facom.ufms.br/~tmcomparisons/calculo.htm



  

Atividade 1Atividade 1

O objetivo geral desta atividade 
é a motivação quanto a necessidade 
da utilização de softwares para 
realização da tarefa de desenho 

de primers.

http://facom.ufms.br/~montera/ebb.html



  

Base de dados de Base de dados de primersprimers

PrimerBank
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AutoDimer
  http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/AutoDimerHomepage

MultiPLX 
 http://bioinfo.ut.ee/multiplx/

OligoAnalyser
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/

OligoTM
http://bioinfo.ut.ee/oligotm/
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* Online e/ou standalone

* comercial ou livre

* específica

http://www.facom.ufms.br/~tmcomparisons/calculo.htm
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* Online e/ou standalone

* comercial ou livre

* específica

Amplificação

Clonagem

Detecção

Sequenciamento

http://facom.ufms.br/~montera/ebb.html


  

Ferramentas para projeto de Ferramentas para projeto de primersprimers

* Online e/ou standalone

* comercial ou livre

* específica

http://www.humgen.nl/primer_design.html

Amplificação

Clonagem

Detecção

Sequenciamento

http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/
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OligoPerfectTM Design
http://tools.invitrogen.com/content.cfm?pageid=9716

BatchPrimer3
http://probes.pw.usda.gov/batchprimer3/index.html

Primer3Plus
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi

PrimerQuest
http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/PrimerQuest/Default.aspx

NCB/Primer-Blast 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Primers para Detecção

http://bioinfo.ut.ee/multiplx/
file:///media/3de79556-e7b8-4835-8c40-9589abf67da6/Luciana_UFMS/bsb2012/CursoPRIMER/Apresentacao/%20http://bioinfo.ut.ee/multiplx/
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/
http://bioinfo.ut.ee/oligotm/
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Real Time PCR  (http://www.youtube.com/watch?v=QVeVIM1yRMU)

GenScript Real-time PCR (TaqMan) Primer Design
https://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer

Multiplex PCR



  

O que falta?O que falta?

Problemas relacionados:

Dado um conjunto S = {s
1
, s

2
, s

3
, …  s

k
} de k sequências em uma

mesma amostra, pede­se:

 → primers específicos para que uma região de tamanho w seja
  amplificada de s

i
, para 1   i   k≤ ≤

 → primers específicos para que regiões de tamanho mínimo w 
  sejam amplificadas de s

i
 e s

j
 para 1   i, j   k e i ≤ ≤ ≠ j

 → primers específicos para que regiões de tamanho mínimo w 
  sejam amplificadas de s

i
 e s

j
 para 1   i, j   k e i ≤ ≤ ≠ j
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