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Apresentacao

O interesse pelo estudo dos microrganismos presentes no solo é cada vez maior,
uma vez que esses representam papel crucial na regulacéo e funcionamento dos
ecossistemas. Além disso, esses microrganismos também podem apresentar
valores biotecnolégico e econémico, representando uma grande fonte de
produtos farmacéuticos, corantes, enzimas, acidos organicos e muitos outros
recursos ainda inexplorados. No entanto, apesar de sua importancia, o solo tem
sido considerado um dos habitats menos estudados do planeta. As limitacfes
dos métodos microbiolégicos tradicionais, aliadas ao avango tecnolégico na area
de biologia molecular, fazem com que as técnicas moleculares sejam, no
momento, muito utilizadas para o estudo da diversidade microbiana do solo. Este
documento vem colocar a disposicao de estudantes e profissionais da area de
microbiologia um resumo atualizado dessas técnicas, destacadas por sua ampla
utilizacéo por varios pesquisadores.

Carlos Magno Campos da Rocha
Chefe-Geral da Embrapa Cerrados
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Uso de Ferramentas
Moleculares em Estudos da
Diversidade de
Microrganismos do Solo

Fabio Bueno dos Reis Junior
Iéda de Carvalho Mendes

Introducéo

E cada vez maior o interesse pelo estudo dos microrganismos presentes no solo
uma vez que esses representam papel-chave na ciclagem de nutrientes e na
manutencao de sua fertilidade. Existem, ainda, microrganismos que sao
importantes no controle biolégico de doengas e pragas da agricultura (o principal
exemplo é o Bacillus thurigiensis comumente referido como Bt que tem sido
utilizado, ha varios anos, para o controle de insetos) na degradacéo de
xenobiontes (Xeno = estranho; biético = vida. Compostos sintéticos como
detergentes, plasticos, pigmentos, agrotéxicos e outros), na disponibilizagao de
substancias promotoras de crescimento para as plantas (rizobactérias promotoras
de crescimento das plantas - PGPRs), no aumento da eficiéncia da planta na
absorcédo de fosforo, agua e outros nutrientes (fungos micorrizicos) ou na
fixacdo do nitrogénio atmosférico, fornecendo-o para as plantas (bactérias
diazotroéficas). Além disso, esses microrganismos também podem apresentar
valor biotecnoldégico, sendo um manancial de farmacos, corantes, enzimas,
acidos organicos e muitos produtos ainda inexplorados. Apesar de sua
importancia, o solo ainda tem sido considerado um dos habitats menos
estudados do planeta e apenas recentemente comecou-se a entender que sua
biodiversidade é fator crucial na regulagéo e no funcionamento dos ecossistemas
(Copley, 2000).

A qualidade do solo pode ser definida como sua capacidade de sustentar a
produtividade biolégica e manter a qualidade ambiental. Estudos sobre a


dilmene
Copley, 2000).
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qualidade do solo sédo importantes como ferramenta de auxilio para os
agricultores e como medida de sustentabilidade de diferentes ambientes. No
entanto, nossa habilidade em qualificar o solo e identificar as propriedades que
servem como indicadores fica complicada pela multiplicidade de fatores
guimicos, fisicos e bioldgicos que controlam os processos biogeoquimicos e
suas variagdes no espaco e no tempo. Os microrganismos do solo sdo
potencialmente os marcadores biol6gicos mais sensiveis e disponiveis e podem,
portanto, ser muito Uteis na classificacdo de ecossistemas perturbados. Eles
constituem a parte viva e mais ativa da matéria organica, podendo atuar como
indicadores capazes de refletir mudancas sutis nas propriedades do solo bem
antes que alteracOes nos teores de matéria organica possam ser observadas.
Todavia, sabendo-se que os microrganismos sao parte integrante da qualidade
do solo, um melhor entendimento da dindmica e das estrutura das comunidades
microbianas € necessério.

Vérias metodologias sdo propostas para estudos que envolvem a ecologia
microbiana do solo. A diversidade biologica é geralmente utilizada como indice
que reflete a qualidade do ecossistema, de modo que as metodologias que
possibilitam o estudo da diversidade microbiana também possam indicar
diferencas entre solos tanto com respeito as suas populagfes quanto a suas
funcgdes (Turco et al., 1994). Por isso, ao acessar a biodiversidade importantes
consideracdes devem ser feitas, ndo apenas no que se refere ao nimero e
distribuicdo das espécies, mas também quanto a sua diversidade funcional (Yin

et al., 2000).

Importéancia do uso de ferramentas moleculares em
estudos de diversidade

Tradicionalmente, a deteccéo e a identificacdo de bactérias eram feitas de acordo
com os principais meios de obtenc¢éo de carbono e energia, suas exigéncias
nutricionais e meio de cultivo para seu crescimento, além da observacao direta
via microscoépio (Kennedy, 1999; Herbert, 1990). No entanto, a utilizagédo
dessas metodologias fornecia informag@es limitadas com necessidade de maior
refinamento (Zak et al., 1994). Como alternativas para esses métodos, foram
desenvolvidas varias técnicas, dentre as quais destacam-se aquelas baseadas nos
acidos nucléicos.

As limitagBes as técnicas tradicionais de deteccéo e de identificagdo de
microrganismos sdo ainda maiores quando se quer estudar a diversidade de
microrganismos associada a determinado ambiente. Sabe-se que a diversidade das
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bactérias é maior que a de qualquer outro grupo de organismos, no entanto, os
meios de cultivo sdo, em maior ou menor extensao, seletivos a grupos
particulares. Até mesmo quando se quer utilizar um meio seletivo para
determinado organismo-alvo, algumas estirpes nédo culturaveis, provavelmente,
serdo excluidas das analises (Coutinho et al., 1999). Amann et al. (1995)
sugerem que apenas 1-10% das espécies bacterianas do planeta tenham sido
identificadas, deixando vasta porcdo dessa biota desconhecida e ndo estudada.

Torsvik et al. (1990) utilizaram técnicas moleculares para estudar populacées
bacterianas de solo sob uma floresta descidua. No estudo, os autores
encontraram 4000 diferentes genomas, sendo uma estimativa 200 vezes maior
do que a obtida de andlises convencionais.

Pode-se dizer que, indiscutivelmente, o maior celeiro de genes no planeta reside
na fracdo microbiana da biodiversidade. As limitagSes dos métodos tradicionais,
aliadas ao avanco tecnoldgico na area de biologia molecular, fazem com que as
técnicas moleculares sejam, no momento, muito utilizadas para o estudo da
diversidade microbiana (Elsas et al., 1998). Estudar-se-a um conjunto dessas
técnicas, destacadas por sua ampla utilizagdo por varios pesquisadores.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR)

Os métodos moleculares receberam grande impulso com o desenvolvimento da
técnica conhecida como PCR. Essa técnica descrita por Saiki et al. (1985),
permite amplificar pequenos e especificos segmentos do genoma, permitindo a
obtencao, in vitro, de varias cépias de determinada regido do DNA. Como a
reacao de PCR é especifica, pode-se obter a amplificagédo de seqiiéncias de
nucleotideos-alvo mesmo em uma amostra com grande diversidade de
seqliéncias, permitindo a detecgéo de organismos especificos em misturas
heterogéneas. Seqiiéncias do DNA de determinados microrganismos podem ser
amplificadas, utilizando-se primers (seqUéncias iniciadoras) complementares
aquelas localizadas em locais especificos do genoma. O que ocorre é a extenséo
do fragmento de DNA a partir dos primers, pela acdo de uma DNA polimerase
termoestavel, a Taq DNA polimerase (isolada originalmente do microrganismo
Thermus aquaticus). Antes da extensao, o DNA é desnaturado e o primer
anelado, sendo o ciclo (desnaturacéo - anelamento - extenséo) repetido varias
vezes, permitindo a amplificagdo exponencial daquela seqiiéncia especifica (Saiki

et al..1985).
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A deteccédo de organismos especificos em extratos de planta ou de solo pode ser
determinada utilizando-se essa técnica. Nesse tipo de estudo, os primers
especificos sdo usados em uma PCR com o DNA extraido dos extratos como
molde. A deteccao de determinado organismo é indicada pela formagéo de um
produto de amplificacdo de tamanho definido. Para a confirmacéo da
especificidade dessa amplificacdo, pode-se fazer uma hibridizacdo ou o
seqlienciamento do produto de PCR (Kirchhof et al.. 1997b).

A sensibilidade e a especificidade da PCR pode ser aprimorada com um método
conhecido por nested PCR em que as amplificagdes iniciais sdo realizadas com
um par de primers sem grande especificidade: os universais por exemplo. Com o
produto amplificado, uma segunda rodada de amplificacdes é conduzida, dessa vez
com os primers especificos. Essa técnica foi utilizada, com sucesso, por Rosado et
al. (1998), para aumentar a probabilidade de amplificacéo especifica do DNA do
nifH de Paenibacillus azotofixans com base em amostras de solo.

Grande parte das técnicas moleculares hoje utilizadas apropriam-se da PCR ou de
suas variacdes para o estudo da diversidade de bactérias nos mais diferentes
ambientes.

O Uso do RNA Ribossbmico como
Marcador Filogenético

Os éacidos ribonucléicos ribossomais (rRNA) sdo considerados os biopolimeros
mais adequados para estudos de diversidade. Seus genes, os rDNAs, sdo
universalmente distribuidos entre os diferentes grupos de seres vivos, sendo a
molécula com o maior grau de conservacao existente. Sua variabilidade pode
apresentar-se em maior ou menor extensao em diferentes regides da molécula
(Lane at al., 1985). Uma das vantagens de se usar informacfes sobre as
sequiéncias do rRNA é sua disponibilizacdo em bases de dados (RDP, Gen-Bank,
EMBL), na maioria dos casos, acessiveis, gratuitamente, permitindo a
comparacao de novas seqiiéncias obtidas com as seqiiéncias presentes nessas

bases (Coutinho et al.., 1999).

O 16S rRNA (=*=1500 nucleotideos) gera grande quantidade de informacdes
Uteis para inferéncias filogenéticas. Apesar de 0 23S rRNA (%3000
nucleotideos) conter duas vezes mais informacao e, portanto, gerar maior
acuracia nas inferéncias filogenéticas, a molécula menor (16S rRNA), por causa
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da maior facilidade de seqiienciamento, tornou-se referéncia. Porém, o 23S rRNA
tem sido utilizado como suplemento para os dados gerados do 16S rRNA em
estudos de organismos intimamente relacionados (Stahl, 1997).

As primeiras aplicagGes de técnicas baseadas em acidos nucléicos no estudo de
ecologia microbiana foram concernentes a relagdes filogenéticas entre
microrganismos determinada pela anélise da seqiiéncia do 16S rDNA (Macrae
2000). Atualmente, outras técnicas vém sendo desenvolvidas, com base na
utilizacéo desses marcadores (ARDRA, Hibridizagéo in situ), fazendo com que
sejam as ferramentas moleculares mais utilizadas para a exploragéo da diversidade e
da analise da estrutura de comunidades microbianas (Kozdroj & Elsas, 2000).

PCR-clonagem-seqglienciamento

A clonagem e seqiienciamento do gene do 16S rRNA é considerado o método
mais poderoso para a exploracédo da diversidade microbiana em amostras naturais
(Muyzer, 1999). Com a utilizagcdo da PCR, fragmentos do gene do 16S rRNA,
presentes em amostras complexas, podem ser seletivamente amplificados. Uma
biblioteca genémica derivada da amplificagdo dessas amostras é produzida pelo
método de clonagem. Esses clones contém fragmentos definidos que podem ser
rapidamente sequienciados. Outra rota para esse tipo de caracterizacdo molecular
é a clonagem e o seqiienciamento do cDNA transcrito a partir do 16S rRNA com
utilizagdo da enzima transcriptase reversa (Amann et al., 1995).

Provou-se que 0s microrganismos predominantemente isolados em meio de
cultura com base em amostras ambientais, ndo correspondem aqueles mais
frequientemente identificados depois da PCR e seqlienciamento do gene do 16S
rRNA (Giovannoni et al., 1990; Stackebrandt et al., 1993; citados por Heuer &
Smalla, 1997). Pode-se concluir que os microrganismos, provenientes do
isolamento por métodos tradicionais que utilizam meio de cultura, podem néo
representar 0s microrganismos que estao realmente presentes em maior nimero
nessas amostras.

ARDRA - Analise de restricdo do DNA ribossomal
amplificado

Esta técnica, um tipo de RFLP (ver neste documento), é baseada no grau de
conservacdao dos sitios de restricdo do rDNA que reflete padrdes filogenéticos. A
ARDRA ¢ bastante util para uma rapida andlise da diversidade de um
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ambiente (Grifoni et al., 1995). No entanto, recomenda-se cuidado na escolha
do fragmento de rDNA a ser amplificado e analisado por esse método. No caso
da andlise de diversidade intra-especifica ou entre grupos de isolados com
elevada afinidade filogenética, o fragmento amplificado deve incluir o espacgo
intergénico 16S-23S rDNA. Essa regido intergénica apresenta maior variabilidade
tanto na sua composicao de bases quanto no seu tamanho quando comparadas
com a 16S ou 23S rDNAs. Quando o estudo em questao, tratar da diversidade
entre isolados distantes, filogeneticamente, os fragmentos amplificados podem
ser 0 16S ou 23S rDNAs. Esses genes geram padrfes de bandeamento mais
simples, dependendo das enzimas de restricdo utilizadas (Rosado et al., 1999).

Laguerre et al. (1996) promoveram, com a utilizacdo da ARDRA (16S-23S
rDNA), a caracterizac@o de 43 estirpes de Rhizobium leguminosarum de
diferentes biovares. A andlise dos padrdes de restrigdo da regido intergénica
16S-23S rDNA amplificada permitiu a diferenciacédo das estirpes no nivel intra-
especifico. Os autores afirmaram que por meio dos padrdes de bandeamento
facilmente analisaveis e reproduziveis, gerados da restricdo da regido intergénica,
foi possivel discriminar as estirpes até o limite determinado pela elevada
similaridade existente.

Azevedo (1998) analisou os perfis de restricdo da regido intergénica 16S-23S
rDNA de 71 estirpes de Azospirillum amazonense. Pelos resultados, observa-se,
no nivel intra-especifico, grande diversidade genética entre essas estirpes.

Outros Genes e Metodos Utilizados
em Analises Filogenéticas

Gene nifH

E um dos genes que, em conjunto, codificam a formacéo da proteina FeMo,
componente da enzima nitrogenase, responsavel pelo processo de fixagédo
bioldgica de nitrogénio. Esse gene apresenta seqiiéncias extremamente
conservadas, sendo considerado um dos genes funcionais existentes mais
antigos (Rosado et al., 1999). As relacgOes filogenéticas entre bactérias,
baseadas em divergéncias na seqiiéncia do nifH, apresentam-se de maneira
semelhante ao que ocorre com o0 16S rDNA. A vantagem da utilizagdo desse
gene para o estudo de populagdes microbianas no ambiente é que, neste caso,
trata-se de um gene funcional, permitindo uma correlacéo entre a estrutura e a
funcé@o da comunidade microbiana (Rosado et al., 1999). Sua utilizagdo permite


dilmene
Grifoni et al., 1995).

dilmene
Rosado et al., 1999).

dilmene
Laguerre et al. (1996)

dilmene
Azevedo (1998)

dilmene
Rosado et al., 1999).

dilmene
Rosado et al., 1999).


Uso de Ferramentas Moleculares...

também o estudo especifico de bactérias diazotréficas, possibilitando o
conhecimento sobre a diversidade desse grupo especial de microrganismos
associados a diferentes ambientes.

Gene gyrB

Este gene que codifica uma topoisomerase tipo Il (enzima que participa da
helicoidizacdo do DNA), apresenta grande potencial para inferir a filogenia de
microrganismos (Paitan et al., 1998). Desde 1995, quando primers universais
para esse gene tornaram-se disponiveis, em varias publicacoes,

tém-se sugerido sua utilizacdo (Watanabe et al., 2001). Esse gene apresenta pré-
requisitos importantes como limitada transferéncia horizontal e presenca em
todos os grupos de bactérias (Watanabe et al., 2001). Para a diferenciagéo de
algumas espécies, variagdes muito pequenas entre os rRNAs 16S e 23S
parecem ndo ser suficientes para permitir o desenho de sondas espécie-
especificas (Yamada et al., 1999). Yamamoto et al. (1999) afirmam, ainda, que
a resolucdo da analise de sequéncias do gene do 16S rRNA, algumas vezes, é
insuficiente para a distingdo de espécies com genoma intimamente relacionados,
isto se deve a lenta razdo de substituicdo de bases no 16S rRNA. Ademais,
andlises filogenéticas, baseadas em genes que codificam a formacgao de
proteinas, proporcionam maior grau de resolucado, pois esses genes evoluem
mais rapidamente.

Kasai et al. (2000) assumiram que os resultados de seqiienciamento do 16S
rRNA néo sao suficientemente divergentes para a distingdo do género
Micromonospora no nivel de espécie. Trabalhando com o gyrB esses autores
concluiram que as estruturas filogenéticas deduzidas de seqiiéncias desse gene
eram consistentes com os resultados de estudos com hibridizagdo DNA-DNA.
Utilizando uma combinacgéo de PCR para o gene gyrB com a técnica de RFLP,
Niemann et al. (2000) encontraram um meio rapido e facil de discriminacéo entre
Mycobacterium tuberculosis, M. africanum tipo Il, M. africanum tipo I,

M. microti, M. bovis e subtipos de M. bovis. Os autores concluiram, ainda, que
o polimorfismo apresentado pelo gene gyrB representa o Gnico marcador que
facilita a diferenciacdo de Mycobacterium por seqiilenciamento de DNA ou por
uma simples andlise de PCR-RFLP.

Apesar do crescente numero de trabalhos que vém utilizando o gene gyrB em
estudos de andlise filogenética e da existéncia de um banco de dados com
sequiéncias de acidos nucléicos e aminoacidos de aproximadamente mil estirpes

15
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diferentes (Watanabe et al., 2001), ainda ndo existem relatos da sua aplicagéo
em amostras de solo ou rizosfera (Rosado et al., 1999).

Além do nifH e do gyrB, outros genes tém sido propostos para serem

utilizados como marcadores filogenéticos, principalmente, para o estudo de
determinados grupos especificos de organismos. Mcdonald & Murrel (1997),
por exemplo, propuseram o uso do gene da metano monoxigenase (pmoA) como
marcador genético para identificagcdo de metanotrofos do tipo Il em amostras
ambientais.

RFLP - Polimorfismo do tamanho de fragmentos de
restricao

Esta metodologia é baseada na digestdo do DNA ou de seqiiéncias especificas
desse DNA por enzimas de restri¢cdo, seguida por separacao eletroforética em gel
dos fragmentos resultantes. As enzimas de restricdo, também chamadas
endonucleases de restricao, reconhecem sequéncias especificas de bases na
dupla hélice do DNA e clivam ambos os fragmentos duplex em pontos
especificos (Stryer, 1996). O RFLP é baseado em padrdes de restricdo com o
uso de enzimas selecionadas com base na sua habilidade de revelar polimorfismo
nos fragmentos de DNA analisados.

Quando sdo feitos estudos de RFLP com o DNA bacteriano total, gera-se

uma enorme quantidade de fragmentos. Portanto, as diferencas nos tamanhos
dos fragmentos ndo podem ser visualizadas diretamente no gel, posto que os
inumeraveis fragmentos resultantes do tratamento com a enzima de restri¢céo
produzem, nesse gel, um efeito de arraste continuo. Para se fazer a deteccéo dos
marcadores RFLP, os fragmentos do gel séo transferidos para uma membrana de
nylon (ou nitrocelulose) por um processo denominado Southern Blot. Por fim, a
visualizacédo de fragmentos polimérficos é possivel por meio

da hibridizacdo contra sondas de DNA que apresentam seqiéncias

homoélogas as do DNA imobilizado na membrana (Eerreira & Grattapaglia. 1998).

Gindish et al. (1993) analisaram os resultados de RFLP obtidos depois da
digestdo do DNA total de estirpes de Azospirillum por enzimas de corte raro.
Esses autores utilizaram uma técnica especial de eletroforese, conhecida como
Eletroforese de Gel com Campo Pulsatil (PFGE). Devido a mudancgas periddicas no
campo elétrico, essa técnica permite separar fragmentos de alto peso molecular,
resultando em um padrédo de restricdo bastante claro do genoma bacteriano.


dilmene
Watanabe et al., 2001),

dilmene
Rosado et al., 1999).

dilmene
Mcdonald & Murrel (1997),

dilmene
Stryer, 1996).

dilmene
Ferreira & Grattapaglia, 1998).

dilmene
Gündish et al. (1993)


Uso de Ferramentas Moleculares...

Laguerre et al. (2001) utilizaram essa metodologia para avaliar a diversidade de
estirpes de rizobio. As andlises de RFLP dos genes simbidticos nodC e nifH
mostraram, de maneira geral, sua correlacdo com o espectro hospedeiro e
independéncia do status taxondmico, ja que os resultados ndo foram
concordantes com aqueles baseados nas sequiéncias do 16S rDNA. Segundo os
autores, esses resultados suportam a tese de que a transferéncia lateral entre
espécies de rizéhio desempenha importante papel na diversidade e na estrutura
de suas populag6es naturais.

T-RFLP - Polimorfismo do tamanho e composicéo de
bases de fragmentos terminais de restricdo

O T-RFLP é tido como um método molecular quantitativo para anélises rapidas
de comunidades microbianas complexas (Liu et al., 1997). Nessa técnica, 0s
passos iniciais de extracdo do DNA, amplificacdo por PCR e restricdo
assemelham-se aos utilizados na técnica de ARDRA. No entanto, um dos primers
utilizados é marcado com um fluorocrdbmo. Com o uso de um seqiienciador
automatico de DNA, o tamanho dos fragmentos terminais de restricao (T-RF)
pode ser determinado, e a sua quantidade, estimada.

Com base na localizacé@o terminal do marcador fluorescente nos produtos de
PCR, pode-se garantir que apenas os fragmentos terminais sejam medidos. A
riqgueza de espécies de comunidades microbianas é estimada pela determinacao
do numero de fragmentos terminais, observados com a digestédo dos rDNAs
totais das comunidades amplificados por PCR. O padrdo de T-RFLP percebido
(atuando como impressao digital das comunidades) € um conjunto do nimero de
fragmentos com tamanho Unico e a abundancia relativa de cada fragmento é
refletida pelo tamanho de cada pico no eletroferograma. As amostras sdo corridas
em gel de poliacrilamida em um sequenciador. Cada banda fluorescente
correspondera a uma Unica populacéo, e a intensidade de cada banda sera
diretamente proporcional a quantidade do produto de PCR, dando uma indicacédo
aproximada da abundéncia da populagédo na comunidade.

Essa metodologia foi util na estimativa da diversidade filogenética e estudo da
composicdo de comunidades em varios ambientes, atuando como um meio para
determinacdo do namero e abundéancia de ribotipos numericamente dominantes
dentro de uma comunidade. Gardener & Weller (2001) utilizaram o método de T-
RFLP para observar mudancgas nas populacdes de bactérias da rizosfera em
funcéo da ocorréncia do mal-do-pé em trigo (Gaeumannomyces graminis var.
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tritici), uma podridédo-de-raizes. O propésito desse estudo foi o de acessar
mudancas na comunidade bacteriana rizosférica que ocorrem quando as raizes de
trigo vao do estado saudavel ao doente. As comparacdes dos padrées de
T-RFLP entre plantas doentes e saudaveis revelaram diferencas em varios sinais
fluorescentes. Na rizosfera das plantas de trigo, infectadas pelo patdgeno,
observaram-se maiores populag@es de varias espécies bacterianas. Os autores
concluiram que essas populacdes, observadas na regido da rizosfera de plantas
de trigo doentes, poderiam ser explicadas pela maior exsudacdo de substratos a
partir dos tecidos infectados.

AFLP - Polimorfismo de tamanho do fragmento
amplificado

Esta técnica, assim como a ARDRA, é uma combinacgéo da PCR com o RFLP,
com base na analise do padrdo de restricao (RFLP) e posterior amplificagdo via
PCR de fragmentos de DNA selecionados do total de fragmentos obtidos da
restricdo. A restricdo é conduzida utilizando-se duas enzimas que produzem
fragmentos de DNA com terminagdes diferentes. A essas terminacgfes de
seqliéncia conhecidas, sdo acoplados oligonucleotideos curtos (adaptadores) que
servirdo de molde para o PCR. A amplificagdo seletiva é conduzida pelo uso de
dois primers (seqliéncias iniciadoras) complementares aos adaptadores,
acrescidos de algumas bases complementares a terminacdes de restricio.
Janssen et al. (1996) comprovaram a aplicabilidade da técnica de AFLP como
ferramenta taxondmica, estudando 147 estirpes distribuidas nos géneros
Xanthomonas, Aeromonas, Clostridium, Pseudomonas, entre outros.

RAPD - DNA polimorfico amplificado ao acaso

O RAPD requer pequenas quantidades de DNA e é capaz de revelar alto grau de
marcas polimérficas, sendo um método rapido e passivel de automatizacao
(Fungaro & Vieira, 1998). Esse método, considerado mais simples e mais barato
do que o RFLP (Qliveira et al.. 2000), baseia-se na amplificacdo de fragmentos
ndo especificos de DNA. Séo utilizados primers com sequéncias arbitrarias de
nucleotideos que geram produtos de amplificagdo via PCR os quais sédo
analisados. O fato de as sequéncias primers serem geradas arbitrariamente
permite a observacao de perfis de RAPDs com varios produtos de amplificacéo,
decorrentes da existéncia de varios sitios homadlogos a esses primers espalhados
no genoma (Eungaro & Vieira, 1998). Fendtipos moleculares, gerados de RAPD,
podem servir para diagnosticar diferentes niveis taxonémicos, podendo apresentar
poder de discriminacgao até niveis intra-especificos.
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Di Cello et al. (1997) utilizaram a metodologia de RAPD para estudar mudancas
na estrutura de populacdes de Burkholderia cepacia ao longo do crescimento de
plantas de milho. Os autores mostraram o alto grau de polimorfismo, ou seja,
diversidade genética, entre os isolados. Nos estadios iniciais de crescimento das
plantas, a diversidade apresentada foi maior em comparacgéo aos ultimos estadios
no final da maturagao. Os autores explicaram que uma possivel razdo para esse
fato seja a maior instabilidade de um ecossistema com plantas jovens em
comparacdo aquele onde as plantas ja estao desenvolvidas.

REP, ERIC e BOX

Estas metodologias séo variagdes da PCR em que se utilizam primers
complementares a sequiéncias de DNA de ocorréncia natural altamente
conservada e repetitivas, presentes em multiplas cépias nos genomas da maioria
das bactérias. Trés familias de sequéncias repetitivas foram identificadas,
incluindo a REP de 35-40 pb, ERIC de 124-127 pb e, finalmente, o elemento
BOX de 154 pb. O uso de primers, desenhados para essas regides, leva a
amplificacdo seletiva de regides distintas no genoma. Os primers BOX s&o
geralmente recomendados por gerar impressfes digitais mais robustas e produzir
um padrao de fragmentos mais complexo. Os primers para REP geram menor
complexidade, mas ainda produzem impressdes digitais reproduziveis e que
permitem a diferenciagéo dos isolados. O conjunto de primers para o ERIC é mais
sensivel a condi¢des subo6timas da PCR, como presenca de contaminantes na
amostra de DNA, porém gera padrfes de bandeamento altamente

discriminatérios (Rademaker & De Bruijn, 1996).

A Utilizacdo de Sondas para Estudo
da Diversidade Microbiana

O uso de sondas moleculares é um método versatil que permite ndo s6 o estudo
de organismos isolados e cultivados como também o desses organismos em
amostras ambientais.

Uma sonda consiste em fragmento marcado de DNA ou RNA complementar a
seqliéncia de um gene-alvo de interesse. Em condi¢des controladas, ocorre a
hibridizacédo entre a sonda e sua seqiiéncia-alvo. A deteccao da seqiiéncia do gene-
alvo depende da natureza do sistema de marcacdo da sonda que pode apresentar
nucleotideos marcados radioativamente (ex.: *2P) ou ndo (ex.: enzimas, moléculas
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fluorescentes) (Coutinho et al., 1999). Sondas de acidos nucléicos podem ser
construidas para deteccéo de genes especificos e entdo serem usadas para
deteccdo de organismos com o0 genoma correspondente. A combinacgao da PCR,
com a utilizac@o de sondas, aumenta significativamente a sensibilidade dos

protocolos de deteccdo (Rosado et al., 1999).

Testes de hibridizagdo, em fase sélida ou col6nias, usando-se sondas de
oligonucleotideos especificos, mostraram-se metodologias rapidas para a validagao
e a confirmacao de resultados morfologicos e fisioldgicos em estudos de
identificacdo taxondmica de isolados (Kirchhof et al., 1997a). Um exemplo do uso
de sondas oligonucleotidicas é dado por Kirchhof et al. (1997b) num trabalho de
identificacdo de bactérias endofiticas, isoladas de Pennisetum purpureum,
Miscanthus sinensis, M. sacchariflorus e Spartina pectinata. Varios isolados foram
identificados como Azospirillum lipoferum e Herbaspirillum seropedicae. Outros,
entretanto, foram identificados como pertencentes ao género Herbaspirillum,
possivelmente representando nova espécie.

Amann et al. (1990) sofisticaram o uso de sondas ribossémicas, conjugando
marcadores fluorescentes com oligonucleotideos. As sondas foram utilizadas em
experimentos de hibridizag&o in situ que consistem na imobilizacdo e na
permeabilizacédo das células diretamente nas amostras ambientais. Depois da
hibridizacéo, os oligonucleotideos marcados sdo detectados através de microscopia
de fluorescéncia, revelando os microrganismos-alvo. A combinagao dessa técnica
com o poder de resolugao do microscépio confocal de varredura a laser trouxe
grande contribuicdo para o estudo das comunidades microbianas em seus
ambientes naturais. Um 6timo exemplo de utilizagdo dessa técnica é o trabalho
conduzido por ABmus et al. (1995), em que se estudou a colonizagdo da rizosfera
de plantulas de trigo por estirpes de Azospirillum brasilense. Nesse trabalho,
mostrou-se que a estirpe Sp245 foi detectada repetidas vezes no interior dos pélos
radiculares, enquanto as estirpes Sp7 e Wa3 puderam colonizar apenas o
rizoplano.

Microarray ou Microchips de DNA

A tecnologia de microchips de DNA representa o ultimo avanco dos métodos
moleculares, com grande potencial para a elucidagcao de uma gama de aspectos
da ecologia microbiana dos solos, incluindo identificagédo de variagBes na
estrutura de comunidades entre diferentes amostras (Ogram. 2000), identificagdo
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de grupos filogenéticos que podem estar ativos ou sem atividade durante
determinado periodo ou sob determinado tratamento (Guschin et al., 1997) e
identificacdo de diferencgas entre estirpes isoladas de diferentes ambientes

(Murray et al., 1999).

Nessa metodologia, os microchips sao preparados com sondas de
oligonucleotideos imobilizadas em uma matriz de gel de poliacrilamida ligada a
superficie de uma placa de vidro (Yershov et al., 1996). Os oligonucleotideos
sintetizados para serem utilizados nos microchips devem ser purificados por
eletroforese em gel ou por cromatografia liquida de alta performance. Essa
exigéncia aumenta o controle sobre a qualidade da estringéncia, assegurando
grande especificidade. As amostras de DNA ou RNA sdo marcadas com
fluorocromos ou outros compostos que permitem sua quantificagdo. Centenas ou
mesmo milhares de oligonucleotideos diferentes podem ser imobilizados em um
Unico microchip, permitindo a deteccdo simultéanea de grande variedade de
microrganismos em uma amostra. Além disso, um microchip pode ser utilizado
por até 30 vezes, sem deterioracao do sinal de hibridizagédo, bastando ser lavado

com agua destilada (Guschin et al., 1997).

Small et al. (2001) utilizaram o método de microarray para detecgdo do 16S
rRNA intacto extraido de amostras de solo. RNAs totais de Geobacter chapellei e
Desulfovibrio desulfuricans (redutores de ferro e sulfato, respectivamente) foram
detectados com sua hibridizacdo com sondas universais e espécie-especificas.
Com base nos resultados desse trabalho, também, mostrou-se a possibilidade de
aplicagdo da técnica de microarray na deteccgéo direta de microrganismos em
amostras ambientais sem a necessidade de utilizacdo da PCR.

DGGE - Eletroforese em gel de
gradiente desnaturante

TGGE - Eletroforese em gel de
gradiente de temperatura

Estas técnicas, introduzidas por Muyzer et al. (1993), permitem analisar
produtos de PCR de acordo com suas seqiéncias de pares de bases e ndo com
diferencas no tamanho dos produtos. Dessa maneira, permitem a determinacéo
da diversidade genética de comunidades microbianas naturais e também a
identificacao filogenética dos membros das comunidades (Rosado et al., 1999).
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A DGGE utiliza géis de poliacrilamida contendo um gradiente linear de
desnaturantes (uréia e formamida). Moléculas de DNA com o mesmo tamanho,
mas com seqiiéncia diferente de nucleotideos, apresentam comportamento
eletroforético diferente quando expostas ao gradiente de agentes desnaturantes.
A seqiiéncia de nucleotideos de um fragmento de DNA definira a posi¢cao no
gradiente em que o DNA de fita dupla ird desnaturar-se passando a fita simples,
interrompendo sua migragao no gel. Uma vez que moléculas de DNA, com
seqgliéncias diferentes, apresentam taxas de migracdo diferentes em géis
desnaturantes, essa metodologia é uma poderosa ferramenta para estudos
ecolégicos com microrganismos. Uma variagdo dessa técnica, conhecida como
TGGE, utiliza um gradiente térmico com concentracdo constante de uréia e
formamida. A identificacdo dos membros das comunidades microbianas pode
ser dada pelo seqiienciamento das bandas excisadas ou por hibridizagdo com

sondas especificas (Muyzer, 1999).

Em principio, DGGE e TGGE podem ser utilizadas para andlise de qualquer
grupo de genes amplificados por PCR. No entanto, para estudos sobre a
diversidade estrutural de comunidades microbianas, o gene 16S rRNA é
especialmente til por apresentar as caracteristicas ja citadas anteriormente,
como alto grau de conservacao e presenca de regides variaveis entre as
espécies (Heuer & Smalla, 1997). Porém, se o objetivo do estudo é
acompanhar a dinamica populacional de grupos especificos de microrganismos,
o desenho e a aplicagdo de primers que permitam a amplificacdo de fragmentos
particulares do gene do 16S rRNA ou outros genes relacionados
especificamente a esses microrganismos parece ser o método mais promissor
(Heuer & Smalla, 1997). Um exemplo é o estudo feito por Lovell et al. (2000)
gue utilizou a DGGE depois da amplificagdo do gene nifH em suas amostras
para examinar a complexidade e a estabilidade de organismos diazotréficos na
rizosfera de Spartina. Esses autores concluiram que a comunidade diazotréfica
presente era bastante diversa e aparentemente constituida por organismos
desconhecidos.

Hoje as técnicas de DGGE e TGGE estdo bem estabelecidas como ferramentas
moleculares para estudos de microbiologia ambiental, permitindo o estudo da
complexidade e do comportamento das comunidades microbianas em grande
namero de amostras, de maneira rapida, relativamente barata e reproduzivel

(Muyzer, 1999).
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SSCP - Polimorfismo
conformacional da fita simples

Esta técnica, a semelhanca da DGGE, é baseada na diferenciacdo da conformagéo
que uma fita simples de DNA assume, dependendo de sua sequéncia de
nucleotideos. Essa diferenga conformacional, quando a molécula é submetida a
uma corrida eletroforética, resulta em taxas de migracéo diferentes para
fragmentos de DNA do mesmo tamanho, porém com diferentes conformacdes
secundarias. O método foi originalmente desenvolvido para deteccao de
muta¢des no genoma humano por Orita et al. (1989), gerando fitas simples de
DNA por meio de uma desnaturacao realizada antes de aplicar as amostras de
DNA no gel. No entanto, a desnaturacdo do DNA ndo costuma perdurar por toda
a corrida e, por esta razdo, Schwieger & Tebbe (1998), visando a otimizagdo da
andlise, acrescentaram uma etapa de digestao de uma das hélices proveniente de
amplificacdo com primer fosforilado no terminal 5*. Dessa forma, adiciona-se ao
gel um DNA de fita simples que toma diferentes conformacgdes de acordo com
sua sequliéncia de bases nucleotidicas.

Essa técnica, aplicagcdo mais recente que a DGGE em estudos de microrganismos
em amostras ambientais, tem ganhado destaque rapidamente (Schwieger &
Tebbe,1998: Peters et al., 2000: Schwieger & Tebbe 2000). Peters et al.
(2000) utilizaram o SSCP para monitorar a diversidade de bactérias,
actinomicetos e fungos em sucessfes de comunidades durante diferentes
estadios de uma compostagem organica, utilizando trés diferentes pares de
primers especificos para regioes hipervariaveis do rDNA 18S (fungos) e rDNA
16S (bactérias e actinomicetos). Os autores concluiram que houve sucesséo e
incremento na diversidade de microrganismos ao longo do periodo de
compostagem.

Schwieger & Tebbe (2000), usando o método de SSCP, analisaram os perfis
genéticos do gene rRNA 16S e detectaram a especificidade das comunidades da
rizosfera com diferentes plantas, demostrando o potencial da técnica para o
monitoramento de Sinorhizobium meliloti (L33) utilizado como inoculante em
Medicago sativa e Chenopodium album. Simon et al. (1993), usando primers
especificos para determinados taxons, conseguiram discriminar fungos
micorrizicos arbusculares e examinaram a especificidade do hospedeiro pela
técnica de SSCP.
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Limitacbes Metodoldgicas

Os primeiros requisitos da maioria dos métodos moleculares utilizados nos
estudos de ecologia microbiana, e os primeiros obstaculos a serem superados
séo a extragdo e a purificagdo dos acidos nucléicos. A eficiéncia na lise das
células, a purificacdo e o tamanho dos acidos nucléicos isolados sdo cruciais
para o sucesso na aplicagcdo desses métodos (Ogram, 2000). A composi¢ao do
DNA isolado é dependente da eficiéncia da lise celular, sabendo-se que essa lise
€ mais dificil em certos grupos bacterianos (More et al., 1994). Os métodos
baseados nas reag6es de PCR dependem da pureza das amostras uma vez que a
PCR ¢ inibida por contaminantes como os acidos humicos (Tebbe & Vahjen,
1993). O tamanho do DNA extraido também influencia a PCR, ja que o
isolamento de pequenos fragmentos pode aumentar a freqiiéncia na formacgéo de

artefatos nessas reacfes (Zhou et al., 1996).

A medida que a eficiéncia das técnicas moleculares possibilita analises
comparativas de comunidades microbianas, consideravel atencdo deve ser dada a
padronizacdo dos parametros ligados ao processamento das amostras, pois
qualquer diferenca detectada entre os padrdes dessas comunidades € atribuida a
diferencgas na estrutura génica das comunidades e ndo a diferencgas na preparacéo
das amostras (Marsh et al., 2000). Os solos sao altamente variaveis em relacéo
a suas caracteristicas fisicas e quimicas, por isso, um procedimento que separe
eficientemente os compostos himicos de uma amostra de solo pode néo ser
eficiente quando utilizado em uma amostra distinta. A divergéncia entre os
técnicos responsaveis pela extracao e purificacdo do DNA do solo também é
considerada uma fonte de variabilidade do DNA recuperado entre diversos
laboratérios, estimulada pelo desenvolvimento de novos e variados protocolos
por laboratérios isolados (Ogram. 2000). Um Unico método para extragéo e
purificagdo do DNA oriundo dos mais variados matizes ambientais seria de
grande proveito para o avanco da utilizacdo generalizada das ferramentas de

biologia molecular (Ogram. 2000).

As ferramentas moleculares aqui apresentadas, na maioria das vezes, ndo sao
apropriadas para resgatar a riqueza ou a abundancia total das espécies
bacterianas presentes em determinado ambiente, o que se deve a natureza
altamente complexa da maioria das comunidades (Ogram. 2000). Apesar disso,
poucos estudos tém-se referido a metodologias que combinam métodos
tradicionais e métodos moleculares para avaliagfes de diversidade microbiana
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(Dunbar et al., 1999). Estudos comparativos como este podem ser necessarios,
pois as metodologias ainda apresentam, individualmente, limitacdes que podem
distorcer as informacdes sobre a composicao, a riqueza e a estrutura das
comunidades (Bull et al., 2000). Na verdade, os métodos moleculares nao
representam uma panacéia para as dificuldades encontradas nos estudos de
ecologia microbiana (e nunca foram apresentados como tal), assim sendo, uma
analise polifasica pode ser requerida para uma descri¢do mais fiel da ecologia
microbiana dos solos, incorporando resultados de andlises de varias
metodologias (utilizagcdo de meios de cultura, BIOLOG, métodos imunolégicos
etc.) com os resultados obtidos com ferramentas moleculares.

Outro fator importante que deve ser discutido é que apesar de as ferramentas
moleculares fornecerem nova perspectiva para as avaliagfes da diversidade
microbiana dos solos, elas ndo possibilitam que organismos, com potencial valor
biotecnolodgico, sejam cultivados e trabalhados, mostrando a necessidade de se
desenvolver técnicas de cultivo que permitam o estudo e a utilizagdo desses
organismos para propésitos biotecnoldgicos
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Use of Molecular Tools in
Diversity Studies of Soll
Micro-organisms

Abstract - In spite of its importance, the soil still one of the least studied
habitats of the planet and only recently we began to understand that its

biodiversity is a crucial factor for the regulation and operation of the ecosystems.

Traditionally, the detection and identification of bacteria were made observing
their principal means of obtaining carbon and energy, their nutritional demands
and cultivation media for growth, besides direct observation in the microscope.
However, the use of these methodologies provided limited information with need
of larger refinement.

The traditional techniques of detection and identification of micro-organisms
show even more limitations when we want to study all the diversity of micro-
organisms associated to a certain environment. It is known that the diversity of
bacteria is larger than the diversity of any other group of organisms, however,
the cultivation media are, in larger or smaller extension, selective to particular
groups. Estimates point that only 10% of the planet’s bacterial species have
been identified, leaving a vast portion of this biota ignored and not studied.
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