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Aplicacdo da Técnica Eletroforese em Gel de
Gradiente Desnaturante (DGGE) na
Caracterizacao de Microrganismos
Dominantes na Rizosfera de Plantas
Cultivadas em Solo Acido

Solo 4cido pode ser definido como um solo com valor de pH <7,0. Essa classe de solo
inclui solos fortemente acidos, com valores de pH< 5,0, e moderadamente acidos,
com valores de pH entre 5,0 e 6,5. No Brasil, aimportancia de solos acidos — regiao
do cerrado- é bem conhecida, considerando-se que essa regiao responde por

aproximadamente 42% do PIB do agronegécio nacional.

Entretanto, esses solos apresentam limitacdes a produtividade agricola, pois sao
caracteristicamente pobres, com baixa disponibilidade de alguns nutrientes e excesso

de outros, além de sua vulnerabilidade a estresses de umidade, temperatura, etc.

De modo geral, a sobrevivéncia e a capacidade produtiva das plantas dependem
basicamente de sua adaptacao a ecossistemas adversos, em funcao de suas
caracteristicas intrinsicas ou por alteracdes antropogénicias. Por sua vez, essa
adaptacao depende da relacao raiz - parte aérea. A parte aérea atua como fonte de
carboidratos derivados da fotossintese para o crescimento e o desenvolvimento das
raizes, enquanto o sistema radicular desempenha varias funcdes, como sustentar a
planta, absorver dgua e minerais do solo e distribuir certos reguladores de
crescimento. Além disso, as raizes tém remarcéavel habilidade de secretar uma vasta
gama de moléculas de alto e baixo peso molecular na rizosfera, especialemente em

resposta a estresses bidticos e abidticos, em um processo chamado rizodeposicao.

A rizodeposicao, liberacdao de compostos de carbono, a partir de células do cértex e da
epiderme, resulta na proliferacao de microrganismos dentro da raiz (endorrizosfera),
sobre a raiz (rizoplano) e ao redor da raiz ( ectorizosfera), conferido a rizosfera, zona
de influéncia das raizes, caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas diferentes das

do solo livre de raizes (nao rizosférico).

Uma compreensao mecanistica da adaptacao de plantas a estresses minerais, que
ainda é fragmentada, pode ser considerada como um pré-requisito para o avanco de
vdrias areas cientificas, incluindo o desenvolvimento de sistemas agricolas

sustentaveis.

Os processos radiculares influenciam a quimica da rizosfera, a aquisicao de nutrientes
e as interacOes com organismos benéficos e patogénicos. A magnitude dessas
alteracOes nas propriedades do solo é largamente determinada pela quantidade e tipo
de C liberado da raiz, bem como de caracteristicas intrinsicas do solo. As raizes
metabolicamente ativas secretam varias formas de materiais organicos. Entre 40 e
95% do carbono transferido para as raizes é perdido como rizodeposicéo no solo,

constituindo-se em consideravel fluxo de carbono que influencia a modulacao da
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estrutura de comunidades microbianas presentes

nesses habitats.

As interacdes plantas-microrganismos sao controladas
geneticamente pelos macro e microssimbiontes, numa
relacao bastante complexa e ainda pouco conhecida.
Em parte, esse fato é atribuido as limitacoes das
metodologias convencionais utilizadas até
recentemente. Considera-se que os meios de culturas
definidos, simples ou complexos, nao provéem fontes
energéticas ou nutricionais adequadas ao crescimento
dos membros representativos de todas as comunidades
microbianas presentes e, conseqlientemente,

produzem resultados quantitativos subestimados.

Atualmente, existem diversos métodos para a
caracterizacao de comunidades microbianas e
deteccao de grupos especificos de microrganismos do
solo, sem cultivo, mas cada um deles deve ser
avaliado, para se testar uma hipdétese particular,
levando-se em conta seus custos e beneficios.
Métodos moleculares baseados na amplificacdo do
DNA de amostras de solo pela PCR - reacao da
polimerase em cadeia- combinada com DGGE,
utilizando seqiiéncias iniciadoras especificas para
familias, géneros e espécies de interesse, tém sido
utilizados para a anélise da diversidade e da dinamica
de comunidades microbianas do solo, em funcéo de
variacdes ambientais ou antrépicas, para afiliacao
filogenética de membros de comunidades microbianas,
em testes de pureza de linhagens microbianas. Essa
técnica oferece alta sensibilidade e é menos laboriosa
que outras estratégias envolvendo clonagem e enzimas
de restricao. A utilidade de DGGE na anélise de
comunidade microbianas em amostras complexas
apoia-se no pressuposto de que seqliéncias gendmicas
diferentes, em pelo menos um par de bases, migrarao
para posicoes diferentes no gel, sendo a separacao de
seqliéncias de DNA baseada no seu comportamento de

dissociacao.

O interesse da pesquisa em eficiéncia nutricional em
plantas nao é recente; entretanto, nos ultimos anos, ha
renovado interesse de instituicdes publicas e privadas
na adaptacao de plantas a estresses, com foco na

pesquisa da base bioquimica, fisiolégica e molecular

dos mecanismos envolvidos e no desenvolvimento de

gendtipos com caracteristicas superiores.
Objetivos

Ampliar o conhecimento técnico cientifico das
interacoes planta-microrganismos e de mecanismos

envolvidos na adaptacao de plantas a solo acido.

Caracterizar a estrutura de comunidades microbianas
na rizosfera de plantas de milho e sorgo desenvolvidos
para eficiéncia nutricional em N e P, com énfase na

identificacdo de membros predominantes.

Identificar membros de grupos especificos da

comunidades microbianas autéctenes desses habitats
potencialmente Uteis como fonte de insumos através
de seu uso direto, de produto e/ou genes apropridveis

para o agronegécio
Metodologia

Exceto quando especificado, utilizaram-se linhagens de
milho ou de sorgo contrastantes para eficiéncia no uso
de N ou de P, desenvolvidas pelo Programa de

Melhoramento Genético da Embrapa Milho e Sorgo.

Foram analisadas amostras de solo rizosférico e nao
rizisférico de plantas cultivadas na area experimental
da Embrapa Milho e Sorgo, em um Latossolo Vermelho
Distréfico, fase cerrado., em diferentes estadios de

crescimento das plantas.
Coleta de amostras

As amostras analisadas foram obtidas a partir de
coletas de plantas com o sistema radicular inteiro, dos
seguintes genodtipos contrastantes: a) de milho
previamente caracterizados como eficientes (E) e
ineficientes (l) para utilizagcao de fésforo;b) de sorgo
previamente caracterizados como tolerantes e
sensiveis a toxidez de aluminio; c) gendtipos

contrastantes para eficiéncia no uso de nitrogénio.

No laboratério, as raizes foram separadas dos colmos
das plantas e do excesso de solo e deixadas em
repouso, a sombra, durante 24 horas. Cada amostra
foi constituida dos sistemas radiculares de cinco
plantas por repeticdao. No dia seguinte, amostras de

raizes, padronizadas quanto a morfologia, tipo e idade,
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foram utilizadas para a retirada do solo aderido, que
constituiu as amostras de solo rizosférico. O solo
aderido as raizes foi retirado com batidas suaves e
passado em peneiras 1 mm. Coletaram-se também
amostras de solo nao rizosférico nos diferentes

ambientes de cultivo das plantas.
Extracao de DNA e PCR

Os DNAs foram obtidos pela extracao direta de
amostras de 500 mg de solo, ut1lizando-se o “Fast Kit
DNA for soil”, BIO101, de acordo com a

recomendacao do fabricante.

No caso de andlises da estrutura de comunidade de
fungos micorrizicos em ectorrizosfera de milho e de
sorgo, os fragmentos de DNA foram amplificados
utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores universais
para fungos, NS5 e ITS4, e um segundo PCR (nested
PCR) quando necessario; utilizou-se o oligonucleotidio
iniciador da regido ITS especifico da familia
Acaulosporaceae, ACAU1660, ou especifico da familia
Glomaceae, respectivamente, acrescidos de uma
seqliéncia de CG denominada seqliéncia “clamp”,
juntamente com o oligonucleotidio iniciador universal.
Para fungos micorrizicos em endorrizosfera de milho,
utilizaram-se oligonucleotideos universais para fungos
regido ITS, seguidos de um segundo PCR (nested) com
oligonucleotidio iniciador especifico VANS1CG, junto
com o oligonucleotidio iniciador NS21. Nas amostras
de ectorrizosfera de sorgo, para a comunidade
bacteriana, foram utilizados oligonucleotideos
iniciadores universais R1401 e FO68CG.

As condicoes de temperaturas de desnaturacao,

anelamento e extensao estdo na Tabela 1.
Analise DGGE de produtos de PCR

Os produtos de PCR foram analisados em géis de
DGGE, utilizando-se um equipamento da BioRad “The
DCode Universal mutation detection system”
(Richmond, USA). O ambiente desnaturante é formado
pela combinacao de temperatura uniforme,
tipicamente entre 50 e 60 graus, e um gradiente
desnaturante formado com uréia e formamida,
variando de 45% a 70%. Os gradientes foram

formados a partir de solugdes estoque de

poliacrilamida (6 %) contendo 0% e 100% de
desnaturantes. As condicdes de eletroforese foram de
16h a 60°C e 100V. Apds a eletroforese, os géis
foram corados por 30min com SYBER GREEN |
(Molecular Probes) ou prata e documentados para

andlises do perfil molecular das amostras.
Resultados

As interacOes entre plantas e microrganismos sao
complexas e controladas geneticamente pelo macro e
microssimbionte. Caracteristicas genotipicas da planta
influenciam a morfologia do sistema radicular e a
rizodeposicao de fotoassimilados e, conseqlientemente,
interferem na composicdao microbiana no ambiente da

raiz.

De modo geral, o perfil genético das amostras de solo
nao rizosférico analisadas foi consistentemente mais
simples que o de amostras da rizosfera, isto €, com
menor nimero de amplicons, bandas, o que indica
menor diversidade de microrganismos,
independentemente dos gendtipos, das épocas de
colheitas e dos ambientes avaliados ( Figuras 1, 3, 4 e
5)

O perfil eletroforético das bandas no DGGE (Figura 1)
evidencia diferencas na comunidade micorrizica da
familia Acaulosporaceae da ectorrizosfera de milho,
em funcao da caracteristica do genétipo para
eficiéncia no uso de P. Algumas bandas foram
detectadas somente em gendtipos eficientes. De modo
similar, algumas bandas ocorreram em alto P e nao
ocorreram nos mesmos gendtipos na presenca de baixo
suprimento de P. Evidéncia conclusiva de infeccao e
colonizacao seletiva de fungos micorrizicos em milho,
em funcao da caracteristicas de eficiéncia no uso de P,
foi observada em amostras de endorrizosfera das
plantas (Figura 2). Nota-se a presenca de determinados
membros da comunidade micorrizica em alta densidade
e somente no gendtipo caracterizado como eficiente
no uso de P, o que sugere o papel desses fungos em
mecanismos de adaptacao de plantas de milho aos

estresse de P no campo.

Resultados semelhantes foram encontrados em

amostras coletadas na ectorrizosfera de plantas de
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Tabela 1. Seqliéncias iniciadoras e condicGes de temperaturas de desnaturacao, anelamento e extensao utilizadas
nos diferentes bioensaios.

Oligonucleo Temperatura | Temperatura | Temperatura
tidios Sequéncias (5°>3") desnaturacdo | anelamento extensao Ciclos

iniciadores

R1401 GCGTGTGTACAAGACCC 94°C/1min. 55°C/1min. 72°C/2min. 30
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGLGE

F968CG GGGCACGGGGGGAACGCGAAGAACCTT 94°C/1min. 55°C/1min. 72°C/2min. 30
AC
CGCcCcCceaGlaGreeeeaeaeeeaaececeae

GLOM CGCCCCCGCCCCAGCTAGGCTTAACATT | 94°C/20seg. | 55°C/35seg. | 72°C/1min. 25
GTTA
CGCCCcCCeGeaGeeeeaeaeeeaaececeae

ACAU CGCCCCCGCCCCTGAGACTCTCGGATCG | 94°C/20seg. | 55°C/35seg. | 72°C/1min. 25
GG

ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC 94°C/30seg. | 50°C/30seg. | 72°C/30seg. 35

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 94°C/20seg. | 55°C/35seg. | 72°C/1min. 25

NS5 AACTTAAAGGAATTGACGGAAG 94°C/20seg. | 55°C/3bseg. | 72°C/1min. 25

NS21 AATATACGCTATTGGAGCTGG 94°C/20seg. | 55°C/3bseg. | 72°C/1min. 25
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGLCGGAGLaGa

VANS1CG |GGGCACGGGGGGGGTCTAGTATAATCG 94°C/20seg. | 55°C/3bseg. | 72°C/1min. 25
TTATAC

sorgo cultivadas sob trés niveis de saturacao de
aluminio. A andlise dessas amostras, com
oligonucleotideos iniciadores universais para bactérias
e para fungos micorrizicos da familia Glomaceae,
mostrou, nos dois casos, maior diversidade e presenca
de alguns membros das comunidades microbianas
unicamente na presenca dos gendtipos tolerantes ao
aluminio (Figuras 3 e 4). Na Figura 5, observa-se
também variacao no perfil de DGGE de comunidade
bacteriana entre amostras de ectorrizosfera de
gendtipos de sorgo contrastantes para eficiéncia no
uso de N cultivados em solo pobre em N, com menor
diversidade desses microrganismos em solo nao

rizosférico.

Além de seu papel principal, que é a contribuicdo de P
para planta em troca de fotoassimilados, especula-se
que a presenca de fungos micorrizicos nas raizes pode
reduzir significativamente a quantidade ou a taxa de
difusdo de exsudatos para o solo durante a fase de
desenvolvimento da planta e que, conseqliientemente,

favorece a sua producao sob estresse do nutriente.

Os resultados apresentados confirmam que alguns
grupos de microrganismos sao estimulados
preferencialmente pelas plantas em funcéao do
gendétipo. Esse fato pode ser explicado pelo controle
genético das plantas sobre a liberacdo de determinados
exsudatos, particularmente, sob estresses. A anélise
bioquimica desses compostos poderia contribuir para o
entendimento de mecanismos envolvidos nesse

processo de adaptacao.

A possibilidade da identificacao filogenética de grupos
predominantes no gel de DGGE é particularmente
importante para grupos de microrganismos de dificil
cultivo in vitro, como ocorre com algumas bactérias
envolvidas na ciclagem de nitrogénio e com fungos
micorrizicos que sao dependentes obrigatérios da
planta hospedeira, o que torna dificil sua identificacao

através dos métodos convencionais.

O método DGGE é relativamente rapido e permite
andlise de varias amostras simultaneamente.

Entretanto, a interpretacao dos resultados obtidos
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Figura. 1 Perfil de PCR-DGGE de micorrrizas da familia
Acaulosporaceae em amostras de ectorrizosfera de
gendtipos de milho contrastantes para P,em ambientes
de baixo e alto P. L1-linhagem eficiente; L2 e L3,
linhagens ineficientes em baixo P. L1P, L2P e L3P, em
alto P.

deve ser efetuada com alguns cuidados, em razao de
limitacdes dessa metodologia. Além da eficiéncia das
seqliéncias iniciadores utilizadas na etapa de
amplificacao e populacdo dos microrganismos
presentes na amostras, tem sido demonstrado
experimentalmente que seqliéncias 16S rDNA
diferindo em mais de um par de bases podem migrar
para posicao idéntica no gel DGGE. Isto mostra que a
presenca de bandas em posicao similar ndo implica,
necessariamente, uma mesma seqliéncia ou espécie de
microrganismos. Provavelmente, esse fato explica um
menor nimero de bandas observado no gel DGGE para
algumas das amostras analisadas, quando comparado
com o numero de fendtipos de colénias observado em
meio de cultura para bactérias, nas mesmas amostras

(dados nao mostrados).

Outra limitagdo mencionada na literatura é a presenca

de mdltiplas cépias presentes em algumas bactérias e

C LM1 LM2

Figura 2. Perfil de DGGE de micorrizas em amostras de
endorrizosfera de genétipos de milho contrastantes para
P, em ambientes de baixo P. LM1-linhagem eficiente;
L2, linhagem ineficientes.

detectadas no gel e que mascara, em parte, o grau de
diversidade microbiana observado nas amostras.
Entretanto, os resultados apresentados demonstram a
validade da técnica de DGGE para fins de comparar e
discriminar comunidades microbianas em amostras de
solo de rizosfera de plantas. Porém, o mérito maior
dessa metodologia é permitir a caracterizacao e a
identificacdo de membros predominantes de grupos
especificos de microrganismos, através da excisao,
eluicado, seqlienciamento dos fragmentos e afiliacao

filogenéticas de seqiiéncias de interesse.
Concluséao

Os resultados demonstram a viabilidade da técnica
DGGE como ferramenta adequada para identificacao
de membros predominantes na rizosfera das plantas
cultivadas em solo 4cido e, conseqlientemente, pode

permitir: a) ampliar o entendimento de mecanismos
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Figura 3. Perfil de DGGE da comunidade bacteriana em
amostras de ectorrizosfera de gendtipos de sorgo
contrastantes para toleranccia a Al, cultivados em solo
com trés niveis de saturacao de Al (0, 0%; 1, 20% e
2,40%). LS1, linhagem tolerante, LS2, linhagem
sensivel.

envolvidos nas inter-relacdes microrganimos- planta-
adaptacao a estresses nutricionais em solo acido; b)
selecionar microrganismos com alta compatibilidade
com plantas de milho e sorgo, constituindo-se em
estirpes-candidata para formulacao e producao de

inoculantes de interesse agricola.

C LS1-0 LS1-1 LSI-2 LS2-0 LS2-1 LS2-2 NR-0 NR-1 NR-2

Figura 4. Perfil de DGGE de fungos micorrizicos em
amostras de ectorrizosfera de genétipos de sorgo
contrastantes para toleranccia a Al, cultivados em solo
com trés niveis de saturacao de Al (O, 0%; 1, 20% e
2, 40%). LS1, linhagem tolerante, LS2, linhagem
sensivel.
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