Adaptacgéo de técnicas de imunohistologia e de um novo modelo animal ao estudo de infecgdes por micobactérias

Anexo Il — Calculo da Tm e Ta dos primers
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Adaptacgéo de técnicas de imunohistologia e de um novo modelo animal ao estudo de infecgdes por micobactérias

Existem varias férmulas disponiveis para o calculo da Tm (melting

Temperature). A equagao 1 é valida para primers com menos de 14 bases.

Tm(OC)=2(A+T)+4(G+C) Equagéo 1
(Suggs et al., 1981; Thein and Wallace, 1986)

Para primers de maior comprimento, utiliza-se:

41°C-(G+C-16,4 5
Tm (0 C) _ 64,9°C+ C (G C 6, ) Equacgao 2
N
Onde N = n° total de nucleétidos.
Como os primers usados neste trabalho tém entre 20 e 25 nucledtidos, utilizou-se a
equagao 2 para calcular a Tm. Para obter o valor da Ta (annealing temperature),

subtraiu-se 5°C a Tm.

. a g . N° de: N° % Tm Ta
Primers Sequéncia (5' > 3') Al TG lc|nuclestidos | GeC | (°C) | (°C)
o-Sense AGA GGA ACC TGG GAG CTG TG 5[3]9]3 20 60,00 | 55,88 | 50,88

o-AntiSense | CGTATTTGTAGT TTCCTGTATTCTC | 3 |13 4 | 5 25 36,00 | 52,76 | 47,76
B-Sense TTC ACA GGC CCT TTG GAG ACG 4|/5|6|6 21 57,14 | 56,31 | 51,31
B-AntiSense CTT GGG GGC CCG GGC TGC TG 0|41(10]| 6 20 80,00 | 64,08 | 59,08

Assim, para os primers da cadeia o, a Ta = 48°C e para a cadeia 3, Ta = 51°C.
Estes valores serviram como base para iniciacdo dos ensaios. Antes da optimizacéo
do PCR neste trabalho, a Ta ¢éptima era de 60°C, tendo sido esta temperatura
encontrada experimentalmente.

Aquando a optimizagcdo do PCR (neste trabalho), testaram-se temperaturas
mais baixas que 60°C ja que as Ta encontradas eram bastante mais baixas que a

utilizada na altura.
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