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Otimizacdo de Metodologia Baseada
Em T-RFLP para Estudo da
Microbiota Rizosférica de Milho

Mariana Lourengo Campolino
Raquel Gomes de Oliveira
Marielle de Paula Sousa
Ubiraci Gomes de Paula Lana
Eliane Aparecida Gomes
Sylvia Morais de Sousa*

Resumo — O estudo da diversidade das comunidades microbianas rizosfé-
ricas tem grande importancia para a compreensao de diferentes sistemas
ecoldgicos e agricolas. As técnicas moleculares baseadas em genes 16S
rRNA, como o T-RFLP, sdo metodologias independentes de cultivo, robustas
e reproduziveis, que, além de identificar o perfil da comunidade microbiana,
refletem a composigédo das populacées numericamente dominantes em uma
amostra. O objetivo deste trabalho foi otimizar a metodologia de analise da
técnica T-RFLP para a avaliagdo da diversidade bacteriana da rizosfera de
gendtipos de milho cultivados sob diferentes condigbes de fertilizagao fos-
fatada. Foram propostas alteracées no processo de amplificagdo do gene
16S rRNA, na digestao do fragmento amplificado, na filtragem dos picos ver-
dadeiros pelo software T-REX e na analise estatistica dos dados proposta
por Trabelsi et al. (2017). O numero médio de fragmentos encontrados neste
estudo foi reduzido, uma vez que tais modificagbes permitiram maior acura-
cia dos resultados pela validagao da presenga dos picos verdadeiros. Além
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disso, a adequacgao da matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis remodelou a
ordenacéao dos dados, possibilitando o uso do teste ANOSIM para a validagao
dos resultados. Essa adequacao teve efeito significativo no valor do teste, re-
sultando em uma maior acuracia da técnica T-RFLP, o que permitiu uma inter-
pretacao mais realista dos resultados de diversidade bacteriana rizosférica.

Termos para indexacgdo: fertilizacdo fosfatada; microbioma; rizosfera;
T-RFLP.
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Optimization of Methodology T-RFLP-Based for
the Study of the Rhizospheric Maize Microbiota

Abstract — The study of the diversity of rhizospheric microbial communities
is of great importance for the understanding of different ecological and ag-
ricultural systems. Molecular techniques based on 16S rRNA genes, such
as T-RFLP, are culture-independent methods, robust and reproducible that in
addition to identifying the profile of the microbial community, reflect the com-
position of numerically dominant populations in a sample. The aim of this work
was to optimize the methodology analysis of the T-RFLP technique for the
evaluation of the bacterial diversity of the rhizosphere of maize genotypes
grown under different fertilization conditions. There were proposed changes in
the amplification of the 16S rRNA gene in the digestion of the amplified frag-
ment, filtration of true peaks by the T-REX software and statistical analysis of
the data proposed by Trabelsi et al. (2017). The average number of fragments
found in this study was reduced since these maodifications allowed greater
accuracy of the results by validation of the presence of true peaks. In addition,
the adequacy of the Bray-Curtis dissimilarity matrix remodeled the ordering
of the data, made it possible to use the ANOSIM test to validate the results.
This adequacy had a significant effect on the test value, resulting in greater
accuracy of the T-RFLP technique, allowing a more realistic interpretation of
the results of rhizospheric bacterial diversity.

Index terms: phosphate fertilization; microbiome; rhizosphere; T-RFLP.
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Introducao

O estudo e a compreensédo da estrutura e da diversidade das comunida-
des microbianas rizosféricas tém sido aprimorados por métodos moleculares
baseados nos genes 16S rRNA, como eletroforese em gel de gradiente des-
naturante (DGGE) (Muyzer et al., 1993), analise de espacgador intergénico
ribossémico automatizado (ARISA) (Fisher; Triplett, 1999) e polimorfismo de
comprimento de fragmentos terminais de restricao (T-RFLP) (Liu et al., 1997).

O T-RFLP é uma técnica independente de cultivo, robusta e reproduzivel,
que, além de produzir o perfil da comunidade microbiana, reflete a compo-
sicdo das populagdes numericamente dominantes em uma amostra (Liu et
al., 1997; Osborn et al., 2000; Caffaro-Filho et al., 2007; Shyu et al., 2007).
Por tudo isso, mesmo com o desenvolvimento do sequenciamento de nova
geracgao, a técnica de T-RFLP continua sendo muito utilizada no campo da
ecologia microbiana, particularmente no estudo da dindmica de comunidades
microbianas em relagao aos efeitos de mudangas ambientais e para a analise
de comunidades microbianas ambientais complexas (De Vrieze et al., 2018).
O T-RFLP também vem sendo utilizado para analise da estrutura e diver-
sidade da comunidade microbiana de ambientes agricolas, em ambientes
aquaticos, na analise da diversidade de fungos em solos de florestas, em
andlises comparativas da comunidade bacteriana intestinal de peixes, dentre
outras aplicagdes (Cheng et al., 2016; Karczewski et al., 2017; Lindstrom et
al., 2018; Munir et al., 2018; Kari et al., 2019).

Nos ultimos anos, esta técnica tem sido empregada na amplificacéo dos
genes de rRNA de subunidades pequenas do ribossomo (16S ou 18S) a partir
de DNA total da comunidade por meio da reacédo em cadeia da polimera-
se (PCR), em que um ou ambos os oligonucleotideos sdo marcados com
fluoréforos (Tiquia et al., 2005; Chauhan et al., 2011; Toju et al., 2012; Silva
et al., 2017; Trabelsi et al., 2017). A mistura resultante dos fragmentos do
gene rRNA pode ser digerida com uma ou mais enzimas de restricdo, sendo
os tamanhos e as abundancias relativas dos fragmentos terminais (T-RFs)
marcados com fluorescéncia determinados em um sequenciador de DNA au-
tomatizado. Uma vez que as diferengas nos tamanhos dos T-RFs refletem
polimorfismos nas sequéncias dos genes 16S rRNA, populagées filogeneti-
camente distintas de organismos podem ser avaliadas. Dessa forma, o pa-
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drdo dos T-RFs representa o conjunto de fragmentos de DNA que refletem
a composicado das populagdes numericamente dominantes na comunidade
microbiana (Tiquia et al., 2005; Trabelsi et al., 2017).

Desde o surgimento do T-RFLP, alteragdes pontuais no modelo original da
técnica (Liu et al., 1997) possibilitaram sua utilizagdo em uma ampla varieda-
de de estudos. Primeiramente, a ampliagao do uso de oligonucleotideos rela-
cionados com as regides ribossomais 16S e 18S, diversificagdo de enzimas
de restricao e meios de validagao dos resultados resultaram em um maior
numero de fragmentos, promovendo maior sensibilidade a técnica (Tiquia et
al., 2005; Silva et al., 2017; Trabelsi et al., 2017; De Vrieze et al., 2018).

Em 2017, Trabelsi e colaboradores apresentaram uma metodologia ba-
seada em T-RFLP para avaliar o efeito da fertilizagao fosfatada na estrutura
da comunidade bacteriana da rizosfera do feijao. Nessa metodologia foram
utilizados os oligonucleotideos 27F e 1492R (Mengoni et al., 2004), cujos
produtos amplificados foram digeridos separadamente com as enzimas Alul
e Hae lll. Os fragmentos com tamanho entre 50 e 500 pares de bases e com
altura de pico superior a 20 unidades de fluorescéncia foram utilizados para
analise do perfil da comunidade bacteriana. O efeito da fertilizacao foi avalia-
do pela matriz binaria obtida a partir da combinacao linear de dados entre as
duas enzimas de restricdo. Além disso, o software Past 2.02 (Hammer et al.,
2001) foi utilizado para analise multidimensional ndo métrica (NMDS) basea-
da na distancia de Jaccard.

O processo de filtragem dos dados, a remogéao de picos falsos e a valida-
¢ao dos T-RFs s&o altamente impactantes na interpretagao e discussao dos
resultados obtidos. Dessa forma, para aumentar a confiabilidade dos resulta-
dos, algumas ferramentas podem ser utilizadas, como o T-REX, um software
online, gratuito, desenvolvido para o processamento e analise de dados de
T-RFLP e que auxilia de forma mais eficiente na avaliagao integrada e rapida
das matrizes de dados, permitindo uma analise completa do conjunto de da-
dos (trex.biohpc.org) (Culman et al., 2009).

As analises estatisticas direcionadas aos estudos do microbioma também
facilitam a interpretacdo dos dados e aumentam a confiabilidade dos resul-
tados. A utilizacao de indices de similaridade ou distancia entre as comuni-
dades microbianas a partir de dados de T-RFLP se baseia na presenga ou
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auséncia do T-RF (Silva et al., 2017; Trabelsi et al., 2017). Quando a pesquisa
visa o estudo da proporcédo de espécies compartilhadas entre duas ou mais
amostras, normalmente é utilizado o indice de Jaccard. No entanto, quan-
do o objetivo é comparar amostras néo s6 pela presenga ou auséncia, mas
também por suas abundancias, € necessario usar um indice quantitativo,
como um indice de distancia (dissimilaridade) (Manly, 2008; Valentin, 2012;
Buttigieg; Ramette 2014).

No estudo de sistemas ecoldgicos, os indices quantitativos mais utiliza-
dos sao distancia Euclidiana e a de Bray-Curtis. A distancia Euclidiana pode
ser descrita como a distancia entre duas parcelas medidas por unidades de
individuos de duas espécies. Apesar de este método ser facilmente aplicado
e util em sistemas de classificagao, ele n&do varia entre 0 e 1, por isso nao
é utilizado em matrizes de presenca e auséncia como aquelas normalmen-
te obtidas pelo T-RFLP. O indice de Bray-Curtis pode ser expresso como a
proporgcao de similaridade ou dissimilaridade na abundancia das espécies e
os valores obtidos sdo compreendidos entre 0 (minimo) e 1 (maximo). Essa
padronizacdo no intervalo facilita a comparacao e interpretagdo dos dados
(Manly, 2008; Valentin, 2012; Buttigieg; Ramette 2014).

A matriz de dissimilaridade necessita de uma avaliagdo como qualquer
dado quantitativo. Dessa forma o teste de andlise de similaridade (ANOSIM),
que é direcionado a matrizes de dissimilaridade em vez de dados brutos,
€ uma forma de avaliar o agrupamento obtido pela matriz. Normalmente o
ANOSIM é realizado juntamente com o escalonamento multidimensional n&o
métrico (NMDS), para que juntos reduzam de forma significativa o numero de
variaveis ou dimensodes observadas (Buttigieg; Ramette 2014).

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo contribuir com uma
adequacao metodoldgica da técnica de T-RFLP para a avaliagdo de dados
obtidos na investigagao da diversidade bacteriana rizosférica de genétipos de
milho. As alteragdes realizadas promoveram maior acuracia, permitindo uma
interpretacdo mais realista e substancial dos resultados obtidos.
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Material e Métodos

Delineamento Experimental

Para a realizacdo do estudo comparativo entre as metodologias ba-
seadas em T-RFLP foi utilizado como exemplo o experimento realizado
por Campolino et al. (2018), no qual quatro gendtipos comerciais de milho
(BRS1055, 1M1752, AG8088 e DKB390) foram cultivados no campo experi-
mental da Embrapa Milho e Sorgo (19°28’ S e °15°08” W) sob plantio direto,
na safra de 2016/2017, em um Latossolo, textura argilosa (64% de argila).
Foram utilizadas trés fontes de fosforo: totalmente soltvel (superfosfato triplo
-TSP), parcialmente soluvel (fosfato reativo - Baydvar) e insoluvel (fosfato de
rocha - Itafés), aplicadas em diferentes doses de P total: 0 (P0), 50 e 100 Kg
de P,O, ha, sendo que todos os tratamentos foram feitos em triplicata. As
condi¢des de plantio, coleta, extracdo de DNA e amplificagdo do gene 16S
rRNA da comunidade bacteriana das amostras foram descritas detalhada-
mente por Campolino et al. (2018).

Genotipagem por T-RFLP

Para a comparagéao dos resultados relacionados com as modificagbes na
metodologia do T-RFLP, as amostras foram processadas e analisadas segun-
do a metodologia de Trabelsi et al. (2017), com substituicdo do oligonucleoti-
deo 27F (Mengoni et al., 2004) pelo 8F (La Montagne et al., 2002). Neste es-
tudo, foram introduzidas modificagbes relacionadas ao processo de digestao,
filtragem e andlise dos dados conforme detalhado na Figura 1. Dessa forma,
os fragmentos amplificados das regides 16S rDNA foram digeridos com as
enzimas de restricdo Alul (TIPAYNOA et al., 2012), Tag/ (VERBRUGGEN et
al., 2012) e Haelll (TRABELSI et al., 2017). Para a digestdo com a enzima
Alul e Haelll foram utilizados 10 pL do produto de PCR, 2 uL do tampéo da
enzima 10 X e 1 yL da enzima 10 U pL", incubados a 37 °C por 4 h. Para a
digestdo com a enzima Taql foram utilizados 10 yL do produto de PCR, 2 uL
do tamp&o da enzima 10X, 0,2 yL de BSA10 ng uL ' e 0,5 pL da enzima 10 U
uL", sendo a mistura incubada a 65 °C por 4 h. Para a digestdo com a enzi-
ma Taql foram utilizados 10 yL do produto de PCR, 2 uL do tampé&o da enzima
10X, 0,2 yL de BSA10 ng yL" € 0,5 yL da enzima 10 U pL, sendo a mistura
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incubada a 65 °C por 4 h. Para avaliar os fragmentos de DNA gerados, 2 uL
da digestao foram adicionados a 9,8 pL de formamida deionizada (Applied
Biosystems, EUA) e 0,2 uL de padrao ROX 500 (Applied Biosystems).

Analise de Dados

Para a avaliagdo da diversidade microbiana por T-RFLP, os perfis de di-
gestédo foram avaliados no equipamento Genetic Analyzer 3500XL (Applied
Biosystems) com o software GeneMapper 5.0 (Applied Biosystems) com as
opgdes padrao do médulo AFLP. Foram considerados T-RFs com tamanho
entre 30 e 500 pares de bases e com uma altura de pico de fluorescéncia
superior a 40 unidades necessariamente presentes nas triplicatas bioldgicas.
Além disso, foi adicionada a etapa de processamento online de dados pelo
software Processing and Analysis of T-RFLP data: T-REX (http://trex.biohpc.
org/) (Culman et al., 2009). Apés filiragem e alinhamento, os dados foram
exportados para uma matriz binaria e ordenados com base no padrao de
discriminagéo determinado por escalonamento multidimensional ndo métrico
(NMDS), utilizando a matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis, avaliados pelo
teste de ANOSIM (p<0,05). Todas as analises estatisticas foram realizadas no
software Past3 v.3.25 (Hammer et al., 2001).
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ia Trabelsi e (2017) Metodologia deste trabalho

Extragéo de DNA Extracdo de DNA
do solo do solo

Figura 1. Esquema comparativo entre as metodologias do T-RFLP baseadas em
Trabelsi et al. (2017) e a proposta neste trabalho. As linhas pontilhadas indicam as
etapas onde foram feitas as modificagdes neste trabalho.
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Resultados e Discussao

A troca do oligonucleotideo 27F-FAM marcado com fluorescéncia FAM na
posicao 5 da metodologia de Trabelsi et al. (2017) para o 8F-FAM marcado
com fluorescéncia FAM na posi¢cao 5’ nesse estudo produziu um acréscimo
de 19 pares de base (pb) na amplificacao da regido 16S rDNA, resultando
em um fragmento de 1484 pb. Entretanto, as modificagbes propostas neste
estudo, tais como (1) inclusdo da enzima de restricdo Taq I na digestao; (2)
filtragem de T-RFs com tamanho entre 30 e 500 pares de bases e altura
de pico de fluorescéncia superior a 40 unidades necessariamente presentes
nas triplicatas bioldgicas e (3) adigdo da etapa de filtragem de dados pelo
Software T-REX, resultaram em um menor numero médio de fragmentos ge-
rados (Tabela 1). Esse decréscimo pode ser explicado pela introdugéo de
etapas adicionais que possibilitaram a filtragem dos ruidos (falsos T-RFs) e
alinhamento automatico referente ao tamanho dos fragmentos gerados pela
digestdo enzimatica.

Determinar picos verdadeiros, ou seja, distinguir os picos das flutuagbes
de fundo em fluorescéncia € um grande desafio na analise de dados T-RFLP,
uma vez que o limiar de base pode afetar o perfil de fragmentos e as avalia-
cOes seguintes. O T-REX (Culman et al., 2009) utiliza uma abordagem deli-
neada por Abdo et al. (2006) para encontrar picos verdadeiros e eliminar o
ruido de fundo. Os picos verdadeiros sao identificados como aqueles cuja
altura ou area excede o desvio padrdo calculado sobre todos os picos. O
procedimento é entdo reiterado com os picos que nao foram identificados
como verdadeiros.
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Tabela 1. Comparagéo das frequéncias absolutas médias de picos (T-RFs) utilizan-
do duas metodologias para analise de dados de T-RFLP da comunidade bacteriana
presente em diferentes gendtipos de milho cultivados em diferentes fontes e niveis
de P pela técnica de T-RFLP.

Metodologia
Dose de P,0 ” (Trabelsi et al,, Cote trabalho
Fonte de P _12 5 Genotlpo
(Kg.ha) 2017) TRFe
T-RFs
PO 0 38 36
Itaf U0 48 44
o108 100 - 80
« 50 BRS1055 74 69
Bayovar 100 - o
50 48 45
TSP o . 45
PO 0 86 63
ltafos 2l 88 75
100 60 60
Bayoévar 50 1M1752 61 58
/ 100 69 53
50 93 79
TSP o 2 i
PO 0 62 62
2 50 53 47
Itafés 100 o i
Bavé 50 AG8088 55 46
ayoévar o0 o i
50 52 52
TSP o 52 %
PO 0 55 34
ltafd 50 48 42
afos 100 s 42
Bave 50 DKB390 76 e
ayovar 100 2 i
50 73 68
TSP 20 73 68

Além da filtragem dos picos, o T-REX alinha os T-RFs baseado na abor-
dagem feita pelo software T-Align (Smith et al., 2005), que agrupa todas as
amostras em fungéo dos tamanhos encontrados. A adicao desses passos de
filtragem e alinhamento de T-RFs colaborou para um melhor ajuste e confia-
bilidade da técnica. Apds esse processo, sdo geradas matrizes binarias por
grupo de amostras de um determinado pico em relagdo ao seu tamanho. Na
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metodologia proposta por Trabelsi et al. (2017), a matriz binaria utilizada para
as analises de agrupamento foram geradas pelo software GeneMapper v 4.0,
enquanto na metodologia proposta neste trabalho, as matrizes foram geradas
pelo software T-REX, que otimizou o processo de anadlise de dados.

A interpretagdo de resultados das matrizes binarias a partir de medidas
de associagado € uma importante ferramenta para a avaliagdo entre dois ou
mais grupos amostrais na validacdo de similaridades ou dissimilaridades
(Buttigieg; Ramette, 2014). O escalonamento multidimensional ndo métrico
(NMDS) consiste em uma abordagem indireta de andlise de gradiente que
produz uma ordenagéo baseada em uma matriz de distancia ou dissimilarida-
de oriunda de matrizes binarias. O NMDS representa o mais proximo possivel
a dissimilaridade em pares entre objetos em um espago de uma dimenséo.
Uma ordenagdo NMDS com um valor de stress proximo ou acima de 0,2 é
considerada suspeita, e um valor de stress préximo de 0,3 indica que a orde-
nacao é arbitraria. Valores de stress iguais ou inferiores a 0,05 indicam um
bom ajuste (Clarke, 1993; Legendre et al., 2005).

Pela metodologia padréo (Trabelsi et al., 2017), o NMDS foi baseado na
matriz de distancia de Jaccard. Porém, na metodologia proposta por esse
trabalho, a analise ndo métrica foi realizada pela matriz de dissimilaridade
de Bray-Curtis. Os resultados obtidos pelo NMDS dos dados apurados pela
metodologia padrao do T-RFLP indicaram um valor de stress maior que 0,05
(0,1365, Figura 2A). Por outro lado, com a utilizagdo da metodologia proposta
neste trabalho, o valor do stress satisfaz o modelo (0,0479, Figura 2B). O
ajuste satisfatério obtido pela nova metodologia pode estar relacionado com
a utilizagao do indice de Bray-Curtis na analise. O indice de Jaccard, utilizado
por Trabelsi et al. (2017), classifica as amostras apenas por meio de presencga
e auséncia dos picos oriundos do T-RFLP. Entretanto, o indice de Bray-Curtis
computa os dados nao so6 pela presenga e auséncia, mas também expressa
uma propor¢ao de similaridade ou dissimilaridade (distancia) na abundéancia
dos picos, favorecendo o processo de associagdo na comparagao e interpre-
tagéo dos resultados (Manly, 2008; Valentin, 2012; Buttigieg; Ramette, 2014).
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Figura 2. Parametros de ordenacgéo obtidos e esperados e perfis do escalonamento
nao métrico multidimensional (NMDS) da comunidade bacteriana de solo rizosférico
de gendtipos de milho cultivados em diferentes fontes e niveis de P. A: Metodologia
padréo do T-RFLP baseada na matriz de Jaccard. B: Metodologia proposta neste
trabalho baseada na matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis. Os pontos coloridos
nos perfis NMDS sé&o referentes aos tratamentos de fertilizacédo fosfatada, que foram
utilizados como exemplo no trabalho.

Para testar o efeito dos tratamentos dos perfis NMDS baseados na matriz
de dissimilaridade de Jaccard (Figura 2A) e de Bray-Curtis (Figura 2B) foi rea-
lizado o teste ANOSIM. Esse passo nao foi aplicado por Trabelsi et al. (2017).
O teste ANOSIM imp&e um rigor estatistico aos agrupamentos formados por
meio de uma variavel categdrica, que podem ser visualizados por meio do
NMDS, analise de componentes principais ou de Cluster de uma matriz de
distancia. A légica da ANOSIM é permutar a matriz de distancia, com os da-
dos categorizados, gerando os valores das variaveis ao acaso. Portanto, se o
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resultado da matriz original for muito improvavel de ser encontrado ao acaso,
a hipétese nula é rejeitada, e se aceita o fato de que existe uma associa-
¢ao entre as categorias e a matriz de distancias encontradas (Clarke; Gorley,
2001; Buttigieg; Ramette, 2014).

Os valores do ANOSIM encontrados para o efeito do genétipo e fonte/
dose de P respectivamente foram de 0,9870 e 0,0725 na metodologia de
Trabelsi et al. (2017). Em nosso estudo, seguindo a mesma ordem dos fato-
res, os valores foram de 0,0356 e 0,0499. Por este teste foi possivel verificar
que nao houve efeito significativo dos tratamentos avaliados, de maneira ge-
ral, pela metodologia padrao. Entretanto, o conjunto de mudancas realizadas
na metodologia resultou em um ajuste melhor dos dados em uma matriz de
dissimilaridade adequada possibilitando o uso do teste ANOSIM. Os valores
encontrados mostraram que os fatores genétipo e fonte/dose de P impacta-
ram de forma significativa a estrutura da comunidade bacteriana, permitindo
outra interpretacao do resultado final do estudo.

Conclusao

As mudangas metodoldgicas realizadas neste estudo como a substituicao
do oligonucleotideo 27F-FAM pelo 8F-FAM, juntamente com a inclusédo da en-
zima de restricdo Taqgl na etapa de digestéo, a filtragem de tamanho e altura
de T-RFs pelo Software T-REX, além da nova ordenagao dos dados utilizan-
do a matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis (testada pelo teste ANOSIM),
promoveram maior acuracia da técnica T-RFLP, permitindo uma interpretagao
mais realista dos resultados de diversidade bacteriana rizosférica.
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