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OBJETIVO

A temperatura de melting é definida como a temperatura na qual a metade
dos fragmentos de DNA esta na forma desnaturada e a outra metade na forma de
dupla fita (Fixman & Freire, 1977). A determinacao da temperatura de melting (Tm) &
um importante passo no estudo da cinética de reassociacdo, que permite o
isolamento de sequéncias de DNA nao repetitivas. Este estudo objetivou a
determinacdo da Tm do DNA de um acesso de Elaeis guineensis Jacg. (Tenera) e
de trés acessos de Elaeis oleifera (Kunth) Cortés (BR 174, Coari e Manicoré),
visando a obtencdo de DNA de coépia unica a serem usados como sondas em
estudos citogenéticos de GISH (Genomic in situ hybridization).

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Gendmica e Biologia
Molecular (LGBM) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN),
situada no Parque Estacao Biologica em Brasilia - DF.

O material utilizado para extracdo de DNA consistiu em tecido de folha jovem
"flecha” de dendezeiro (Elaeis guineenses) e caiaué (Elaeis oleifera) coletados na
Estacdo Experimental do Rio Urubud, localizado a aproximadamente 140 km de
Manaus, no Distrito Agropecuério da Superintendéncia da Zona Franca de Manaus
(SUFRAMA), as margens do Rio Urubd no municipio de Rio Preto da Eva,
Amazonas (Guillaumet et al., 2003). Ao todo foram utilizados 4 acessos, sendo um
Elaeis guineenesis (Tenera) e trés Elaeis olefiera (Manicoré, BR 174 e Coari).
Procedeu-se a maceragdo com auxilio de cadinho e pistilo imersos em nitrogénio
liguido até a obtencdo de um po fino. Imediatamente em seguida, o material foi
armazenado em tubos de plastico polipropileno de 50 ml e mantidos a -80 °C.

Para a extracdo do DNA das folhas anteriormente maceradas, utilizou-se o
protocolo de extracdo pelo método CTAB (Doyle & Doyle, 1990), com modificagdes.
AplOs realizada a extracdo, todas as amostras foram quantificadas em
espectrofotometro (NanoDrop® ND-1000) apresentando sempre uma razao 260/280
nm = 1,8 indicando boa qualidade do DNA extraido.

Para confirmacédo da qualidade e integridade do DNA extraido, as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%, juntamente com marcador
de tamanho molecular (1kb ladder). Ajustou-se a voltagem em 80 V durante uma
hora. Apés a migracdo das amostras até o polo positivo, o gel foi levado a um
fotodocumentador ultravioleta para visualizacdo das amostras de DNA submetidas
ao processo de sonicacéo e autoclavagem.
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Para a determinacdo da temperatura de melting (Tm), utilizou-se a
metodologia relatada por Peterson et al.,, 1998. Aliquotou-se 1 ml da solucao
contendo o DNA de cada acesso em cubetas de 2ml e 10/2 mm de espessura
(eppendorf®). As amostras foram submetidas a um aumento gradual de 5 °C em sua
temperatura, partindo de 25 °C (ambiente) até 80 °C. A partir desta temperatura, o
aumento gradual passou a ser de 1 °C, até a temperatura final de 110 °C. Para isto,
foi utilizado um banho seco (Boekel® Digital Dry Bath Incubator 11602). A cada
aumento de temperatura, aguardou-se 1 minuto para que a temperatura da amostra
se tornasse homogénea e, entdo, procedeu-se a leitura da absorbancia (260 nm) em
espectrofotometro  (Eppendorf ~ BioPhotometer®). Todos dados  foram,
posteriormente, armazenados em planilha digital para analise dos mesmos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de leitura de absorbancia obtidos em cada repeti¢cdo técnica e
biologica foram anotados em forma de tabela no software Excel®. A partir destes
dados foram criados graficos contendo a absorbancia (ng/ul) no eixo das ordenadas
e a temperatura (°C), no eixo das abscissas. Neste grafico realizou-se uma
regressao linear, formando uma reta em torno da qual os valores se situam
(observados os respectivos desvios-padrao).
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Figura 1: Nos graficos acima, os eixos das abscissa s (X) sdo formados por valores de
temperatura, em °C, enquanto os eixos das ordenadas (Y) séo formados por valores
de absorvancia, em ng/pl. Todos gréaficos foram gera  dos com os valores de cada
leitura de absorbancia em temperaturas crescentes (  aumentos graduais de 2 em 2°C).
A reta preta representa a regresséo linear dos pont os analisados. Os acessos de
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caiaué sao ilustrados nos quadros A), B) e C); ja o acesso de dendé encontra-se

ilustrado no quadro D).

Analisando a mediana da reta formada pela regressao, foi possivel identificar
a temperatura de melting (Tm), ou seja, a temperatura na qual metade das fitas
duplas de DNA encontram-se integras e metade dissociadas.

Observou-se diferentes valores de Tm nas diferentes espécies e acessos
utilizados neste experimento. O valor de Tm encontrado para o Unico acesso testado
de Elaeis guineensis foi 81 °C, enquanto para os acessos de Elaeis oleifera, os
valores de Tm foram: 75 °C, para Manicore, 84 °C para Coari e 72,5 °C para BR174.
Importante ressaltar que valores de Tm de quaisquer culturas podem ser estimados
através de complexas férmulas, porém a determinagdo destes valores através da
curva de dissociacao apresenta-se de forma mais consistente e confiavel.

Subtraindo-se 25°C dos valores de Tm encontrados, determina-se a
temperatura de reassociacao (Tre), imprescindivel na analise de curva de Cot, que é
o objetivo final do trabalho em andamento.

Os valores encontrados em cada uma das 3 repeticbes técnicas e 2
repeticdes bioldgicas apresentaram pouca variacdo (no maximo 5°C). Porém em
duas situacdes (uma repeticdo técnica de Manicoré e uma de Tenera) os valores
foram bastante discrepantes, o que resultou no descarte dos mesmos.

Dados referentes a temperatura de melting sédo raros na literatura. No entanto,
os valores de Tm encontrados neste trabalho para os acessos de E. guineensis e E.
oleifera se aproximam muito dos valores relatados para tomate (Peterson et al,
1998) e bacilovirus (Mohan & Gopinathan, 1991), por exemplo.

CONCLUSAO

Através deste trabalho pode-se determinar as temperaturas de melting paral
acesso de dendezeiro (Tenera) e 3 acessos de caiaué (BR174, Coari e Manicoré).
Os valores encontrados foram 81°C, 72,5°C, 84°C e 75°C, respectivamente.
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