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Introducgao

Entre 0s microrganismos, as bactérias
representam a classe mais abundante e
desempenham importantes fungdes em diversos
ciclos biogeoquimicos relevantes a continuacéo da
existéncia dos seres vivos, como por exemplo 0s
ciclos do carbono, nitrogénio e enxofre,
degradacdo de diversos compostos organicos,
entre outros. O dominio do conhecimento sobre a
dindmica biologica de tais ciclos depende da
compreensado das relagbes entre diversidade
genética e diversidade funcional. As técnicas
tradicionais de microbiologia, baseadas em
isolamento e cultivo em meios artificiais, bem
como nas técnicas dependentes da biologia
molecular, baseadas em analises da estrutura e
expressao da informagdo genética contida nos
acidos nucléicos (DNA e RNA), vém fornecendo
importantes contribuicbes para a compreensao da
dindmica da microbiota em diversos habitats. As
técnicas biomoleculares para o estudo de
microrganismos requerem o isolamento rapido das
moléculas de DNA e RNA, as quais devem estar
intactas e competentes para serem utilizadas nos
protocolos de hibridizacdo, reagdes de
amplificacdo, clonagem e sequenciamento, etc.
Estas ferramentas tém se mostrado importantes
para o entendimento da dindmica funcional da
microbiota do solo (BULL et al., 2000).

Metodologias de extracdo de DNA e RNA
bacteriano tem sido descritas continuamente,
sempre na busca da melhoria de parametros
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como qualidade do extrato, rapidez, baixo custo e
eliminagdo do uso de reagentes tdéxicos e
radiativos. O grupo do Laboratério de Genética e
Bioquimica da Embrapa Agrobiologia vém
utilizando algumas destas técnicas como rotina
nos estudos da diversidade de microrganismos
fixadores do nitrogénio atmosférico, entre outros.

Metodologia

A partir de protocolos de rotina, e de referéncias
metodoldgicas sobre a extracdo de moléculas de
RNA (AUSUBEL et al.,1999; SAMBROOK et al.,
1987; RIVAS et al., 2001; NUYTS et al., 2001), foi
otimizado um protocolo para a extragdo conjunta
de moléculas de DNA e RNA a partir de células
bacterianas Gram-negativas e Gram-positivas,
cultivadas em meio de cultivo liquido.

Para validar a metodologia, foi realizada a
extracdo de acidos nucléicos totais em algumas
espécies de bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas, em dois estadios metabdlicos de
crescimento (fase logaritmica e fase estacionaria).
Os acidos nucléicos obtidos foram quantificados e
a qualidade dos extratos foi avaliada através de
eletroforese em gel de agarose,
espectrofotometria e reagdes de RT-PCR
(transcricao reversa-PCR) utilizando primers
universais direcionados para a identificacdo de
genes de expressdo constitutiva e né&o
constitutiva.

Para tanto, as estirpes HCC103 de Herbaspirillum
rubrisubalbicans, PPe8 de Burkholderia tropica e
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Y2 de Azospirillum brasilense foram cultivadas em
meio liquido de Dygs (DOBEREINER et al., 1995),
e as estirpes DH10B de Escherichia coli (todas
Gram-negativas) e S76 de Bacillus thuringiensis
(Gram-positiva) em meio LB liquido
(DOBEREINER et al., 1995). Para a extragéo de
acidos nucléicos foram utilizados microtubos
plasticos novos (volume 1,5 mL), assumidos como
isentos de contaminagcdo por RNA, DNA,
nucleases e ribonucleases. As solugdes utilizadas
foram tratadas ou preparadas com agua tratada
com DEPC (0,1% DEPC por 24 horas, seguidos
de esterilizacdo em autoclave por 20 minutos a
120°C). Apds as coletas o material foi mantido em
gelo quando em repouso, bem como os
reagentes, solugbes e a agua foram previamente
resfriados, exceto quando discriminado o
contrario. Todas as centrifugagcdes foram
realizadas a 4°C. Foram coletados 2,0 mL de
células em tubos plasticos e centrifugadas por 5
minutos a 4.200 g. O sobrenadante foi descartado
e as células imediatamente imersas em nitrogénio
liquido. Seguiu-se a ressuspensao em 570 uL de
tampéo TE (Tris 10 mM, EDTA 1mM, pH 8,0) e 30
uL de solugdo de SDS 10%. Apds agitagao
vigorosa por 10 segundos, o material foi mantido
por uma hora em agitacdo a 200 rpm em
temperatura ambiente. A seguir, foram
adicionados 100 uL de NaCl (5 M), nova agitagao
vigorosa por 10 segundos, seguido da adigdo de
100 uL de solugéo de CTAB (CTAB 10% em NaCl
0,7 M). Seguiu-se nova agitacdo a 200 rpm por
uma hora a temperatura ambiente. Em seguida, foi
adicionado 800 uL de solugado cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1), e agitagdo por 10 minutos a
temperatura ambiente. As amostras foram
centrifugadas a 10.000 g por 15 minutos, e feita a
coleta do sobrenadante para novo microtubo
plastico, com a adicdo de 1 volume de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1). A
homogeneizacao foi feita por inversdao por 10
minutos a temperatura ambiente e nova
centrifugacado a 10.000 g por 10 minutos. A fase
aquosa resultante foi transferida para novo tubo
plastico, onde foram adicionados 0,1 volumes de
acetato de sédio (3 M, pH 5,0) e 2 volumes de
etanol absoluto. A precipitagao foi feita incubando
os tubos a —20°C por no minimo 3 horas, seguida
por centrifugagdo a 10.000 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o material
precipitado foi lavado com 1 mL de etanol (70%),

por duas vezes e sem agitacdo, centrifugando-se
a 7.000 g por 5 minutos cada vez. Apos descarte
do sobrenadante da ultima lavagem, o precipitado
foi deixado sobre gelo para a evaporagdao do
etanol por aproximadamente 30 minutos. A
solubilizagdo dos acidos nucléicos foi feita pela
adicao de 50 uL de agua, com os tubos deixados
em repouso por 15 a 20 minutos.

A qualidade dos extratos foi verificada pela
visualizagdo apos eletroforese em gel de agarose
a 1%, com corrente de 100 volts por 15 minutos
em tampao TAE (0,04 M Tris-Acetato, 0,001 M
EDTA, pH 8,0) e corado com brometo de etideo
(0,5 pyg mL") por 10 minutos. A analise dos
extratos em espectrofotébmetro foi feita com dois
comprimentos de onda (260 nm e 280 nm). A
leitura de absorbéncia a 260 nm permitiu a
quantificagao dos extratos, e a relagao 2605 0/280
po. forneceu uma avaliagdo da pureza dos
extratos. Para as reacbes de PCR, o material foi
tratado com 25 pg de RNase por 30 minutos a
37°C. Para as reagbes de RT-PCR, o material foi
tratado conforme WANG et al. (2002), utilizando-
se 10 U de DNase | - RNase free, 0,45 mM de
MnSO, por 15 minutos em temperatura ambiente
(~25°C). Apos o tratamento com ribonucleases, a
inativacdo enzimatica foi feita com um volume de
cloroférmio, centrifugagdo a 10.000 g por 10
minutos. A seguir foi feita a coleta da fase aquosa
em novo microtubo plastico, e o material foi
precipitado pela adicdo de 0,1 volume de acetato
de sodio (3 M, pH 5,0) e dois volumes de etanol
absoluto, incubagdo a -20°C por 20 minutos e
centrifugacdo a 10.000 g por 20 minutos. O
sobrenadante foi descartado e foi feita a lavagem
do precipitado com 1 mL de etanol 70%. A
secagem do precipitado foi feita sobre gelo e o
RNA livre de DNA foi ressuspendido em agua. A
eficiéncia dos tratamentos com DNase foi
confirmada por visualizagdo em gel de agarose a
1% em tampdo TAE conforme anteriormente
descrito.

Resultados e Discussao

Os resultados demonstraram que foi possivel
isolar conjuntamente  DNA e RNA de alta
qualidade, de todas as espécies bacterianas
avaliadas nos estadios Log e estacionario das
culturas (Figuras 1 e 2). As avaliagdes em gel de
agarose e por espectrofotometria demonstraram



alto rendimento e pureza nas extragbes (Tabela
1). As reagdes de transcriptase reversa atestaram
a qualidade do RNA para futuras analises com
outras as ferramentas de biologia molecular
(Figura 3). A metodologia acima descrita é de
baixo custo se comparada ao custo dos ‘“kits”
comerciais usados na extracdo de moléculas de
RNA. Além disso, a mesma pode ser aplicada no
isolamento de acidos nucléicos de espécies de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O
isolamento conjunto das moléculas de DNA e RNA
apresentou pureza e rendimento para aplicacao
de diversas ferramentas moleculares, além de
apresentar rapidez no processamento das
amostras o que permite a extragdo de um grande
numero de amostras por vez.

Tabela 1 — Pureza e rendimento dos extratos de
acidos nucléicos totais de bactérias.

Amostras Pureza

D.0. D.O. (260 nm/ Rendimen-
Estirpe* Estadio metabolico 260nm 280nm  5ar ) 10 (gl

HCC 103 (G-) Fase logaritmica 0,867 0,428 2,03 1,734
HCC 103 (G-) Fase estacionaria 1,637 0,760 2,15 3,274
PPe8 (G-)  Fase logaritmica 1,133 0,514 2,20 2,266
PPe8 (G-) Fase estacionaria 1,293 0,599 2,16 2,586
Y2 (G-)  Fase logaritmica 0,350 0,160 2,19 0,700
Y2 (G-) Fase estacionaria 0,438 0,203 2,16 0,876
PAL5 (G-)  Fase logaritmica 0,272 0,160 1,70 0,544
DH10B (G-)  Fase logaritmica 1,260 0,562 2,24 2,520
DH10B (G-) Fase estacionaria 2,275 1,004 2,27 4,550
S76 (G+) Fase logaritmica 1,446 0,968 1,49 2,892
S76 (G+) Fase estacionaria 2,083 0,686 3,04 4,166

* G-, Gram negativa; G+, Gram positiva
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Figura 1 — Acidos nucléicos totais extraidos das estirpes HCC 103 de
H. rubrisubalbicans e Y2 de A. brasilense coletados em dois estadios
de crescimento. Linha 1: marcador de massa molecular 1 kb ladder
(Gibco BRL); Linhas 2 e 3: estirpe HCC 103 coletada na fase de
crescimento exponencial; Linhas 4 e 5: estirpe Y2 coletada na fase
de crescimento exponencial e estacionaria, respectivamente.
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Figura 2 — Acidos nucléicos totais extraidos das estirpes PPe8 de B.
tropica, DH10B de E. coli e S 76 de B. thuringiensis, em dois estadios
de crescimento. Linha 1: marcador de massa molecular 1 kb ladder
(Gibco BRL); Linhas 2 e 3: estirpe PPe8 coletada na fase de
crescimento exponencial e estacionaria, respectivamente; Linhas 4 e
5: estirpe DH10B coletada na fase de crescimento exponencial e
estacionaria, respectivamente; Linhas 6 e 7: Estirpe S 76 coletada na
fase de crescimento exponencial e estacionaria, respectivamente.
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Figura 3 — Produtos de amplificagdo de RT-PCR utilizando RNA
extraido da estirpe HCC103 de H. rubrisubalbicans coletada na fase
de crescimento exponencial. Linha 1: marcador de massa molecular

1 kb ladder (Gibco BRL); Linha 2: reagdo de PCR com as amostras
na auséncia da enzima transcriptase reversa (Superscript Il,
Invitrogen) e iniciadores especificos para a regido génica da proteina
NifH; Linha 3: produto de amplificagdo utilizando iniciadores
especificos para RNAm da regido génica codificadora da proteina
NifH (enzima Superscript Il, Invitrogen); Linha 4: produto de
amplificagdo utilizando iniciadores especificos para RNAm da regiao
génica codificadora da proteina NifH (enzima MasterAmp, Epicentre);
Linha 5: reagdo de PCR com as amostras na auséncia da enzima
transcriptase reversa (enzima MasterAmp, Epicentre) e iniciadores
universais para a subunidade 16S RNAr; Linha 6: produto de
amplificagédo utilizando iniciadores universais para a subunidade 16S
RNAr (enzima Superscript Il, Invitrogen); Linha 7: produto de
amplificag&o utilizando iniciadores universais para a subunidade 16S
RNAr (enzima MasterAmp, Epicentre).
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