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Uso da enzima Tth DNA polimerase para amplificacdo  direta de
DNA de leveduras contido em vinho
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Valente*, Gildo Almeida da Silva®

A deteccdo ou identificacdo de micro-organismos do vinho, principalmente
leveduras, por meio de técnicas de biologia molecular, na maioria das vezes
consiste numa tarefa dificil e de custo elevado. Isto ocorre porque o vinho
possui inimeras substancias com efeito inibitério sobre os componentes da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A maioria dos protocolos de PCR
para amplificacdo de vinho disponiveis consistem no uso de kits de
purificacdo do DNA. Esses kits sdo de dificil aquisicdo e de elevado custo,
impedindo muitas vezes, que esta técnica seja adotada como procedimento
de rotina. Com o0 objetivo de desenvolver um protocolo para amplificacédo
direta de vinho, a enzima Tth DNA polimerase foi testada em diferentes
concentragbes. Esta enzima foi escolhida pela sua alta eficiéncia na
amplificacdo de DNA de tecidos e secre¢6es humanas, material conhecido
por possuir elevado ndmero de compostos inibidores. As reacdes foram
preparadas com 6,0U de enzima Tth DNA polimerase e oligonucleotideos
universais para leveduras. A agua da reacéo foi substituida por solugdes
contendo diferentes concentragdes de vinho: 75, 50, 25, 20, 15, 10 e 5%. Foi
utilizado DNA de Sacch. cerevisiae Embrapa 1wvt/97 extraido por método
quimico. Para fins comparativos, 0 mesmo procedimento foi realizado com a
enzima Taq DNA polimerase. Entre todas as concentragbes de vinho
testadas, ndo foi possivel observar produto de amplificagdo do fragmento de
375 pb da regido 18S do rDNA, independente da enzima. Estes resultados
indicam que as substéncias presentes no vinho exercem um forte efeito
inibidor sobre a PCR e que nem mesmo o uso da enzima Tth DNA
polimerase possibilitou a amplificacdo em concentracdes mais elevadas.
Tratamentos da amostra e diferentes procedimentos precisam ser
desenvolvidos para que amplificagéo direta seja conseguida.
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