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DESENHO E OTIMIZAGAO DE PRIMERS DO GENE FGF2
ASSOCIADO AO CRESCIMENTO DA GALINHA DOMESTICA

Leticia Trevizan', Dénia B. Attilio", Kerli Ninov', Marcela Paduan’, Ménica C. Ledur,
Luiz L. Coutinho®, Millor F. Roséario’

'Departamento de Zootecnia, ESALQ/USP, Piracicaba, SP;
*Embrapa Suinos e Aves, Concordia, SC

1. Objetivos
Determinar a qualidade de cDNAs
previamente sintetizados e estocados,
desenhar e avaliar a qualidade de primers
(direto e reverso) localizados na sequéncia
do gene FGF2 e otimiza-los utilizando-se
destes cDNAs provenientes de duas
linhagens de galinha em diferentes estadios
de desenvolvimento muscular.

2. Material e Métodos

Foram estudadas uma linhagem de postura
(CC) e uma de corte (TT), ambas
desenvolvidas pelo Programa de
Melhoramento Genético de Aves da
Embrapa Suinos & Aves, em Concordia/SC.
A incubagdo dos ovos, coleta dos tecidos
musculares, extraggo do RNA total e sintese
do cDNA foram realizados previamente por
[3]. Tecidos de 9 aves de cada linhagem
foram coletados em cinco estaddios de
desenvolvimento: 2 embrionarios (9 e 17
dias) e 3 pos-eclosdo (1, 21 e 42 dias). Foi
feito um pool das 80 amostras a partir de
2,5 pL de cDNA concentrado de cada idade
avaliada para cada linhagem (total de 5 pL).
Obtiveram-se cinco aliquotas, uma para
cada idade, diluidas 10 X. Os testes de
amplificagdo e otimizagdo da reagdo de
PCR empregaram os primers dos genes
referéncia MRPS27 (ID: 427216) e EEF1
(ID:3738963).0s produtos amplificados foram
visualizados em gel de agarose 1,5%.

O desenho dos primers do gene alvo FGF2
(ID: 396413) empregou o programa Primer 3
plus [4], a qualidade e a especificidade
foram avaliadas pelos programas NetPrimer
[2] e BLAST [1], respectivamente. A
otimizagdo destes primers baseou-se em
gradiente de temperatura por PCR para
determinagao da temperatura de
anelamento e posterior visualizagao em gel
de agarose 1,5%.

3. Resultados
As amostras de cDNA, mesmo estocadas ha
trés anos, encontram-se apropriadas para a
condugdo de estudos de expressdo génica,
ja que o produto amplificado foi especifico e

de tamanho esperado (184 pb) apenas para
EEF1 (Figura 1a).

Os primers direto (reverso) desenhados
apresentaram as seguintes caracterizagfes:
posicao inicial 73 (203) pb, temperatura de
meilting 57,85 (58,04)°C e conteldo de GC
45,4 (50,0)%.

Pela otimizagéo destes primers (Figura 1b),
foi possivel determinar a temperatura de
anelamento a partir de 54°C, pois o produto
amplificado foi especifico e de tamanho
esperado (150 pb).
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Figura 1: (a) Eletroforese dos primers EEF1
e MRPS27 amplificados por PCR
empregando pool de cDNA em cada uma
das cinco idades; (b) Otimizagio dos
primers do gene alvo FGFZ através de
gradiente de temperatura.

Estes resultados abrem as portas para que
a quantificagdo de mRNA, proveniente do
FGF2, possa ser conduzida através de gRT-
PCR.

4. Conclusdo
As amostras de cDMNA ainda apresentam
qualidade apropriada para que o estudo da
expressdo do gene FGF2, cujos primers
foram desenhados e otimizados, possa ser
conduzido através de RT-PCR guantitativa.
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