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Avaliacao de Diversidade
Microbiana em Amostras
de Solos

Técnica do PCR/DGGE (Protocolo
Laboratorial)

Introducéao

A evolucao da biologia molecular nas ultimas décadas propiciou avangos nos estu-
dos da microbiologia ambiental e da ecologia do solo. A ecologia microbiana
molecular é baseada na compreensdo das relagfes entre microrganismos e suas
interacbes com o ambiente, através da andlise de moléculas representativas de
organismos ou de processos por eles desencadeados. Estas podem ser proteinas,
enzimas ou acidos nucléicos, como RNA (acido ribonucléico) e DNA (acido
desoxirribonucléico). A extracdo de DNA de amostras ambientais, com posterior
amplificacéo e analise do material genético, tem sido uma alternativa ou complemen-
to ao classico método de cultivo e andlises fisiolégicas de microrganismos (Coutinho
et al., 1999; Zilli et al., 2003). Técnicas de andlise do DNA podem gerar perfis
moleculares (“molecular fingerprinting”), como a eletroforese em gel com gradiente
desnaturante (DGGE), que possibilita a analise de varias amostras ambientais simul-
taneamente, sendo bastante Gteis para o monitoramento e compreensédo de variagdes
temporais e espaciais de comunidades microbianas (Zilli et al., 2003). Esta
tecnologia é a base das pesquisas da Embrapa Solos e do IMPPG/UFRJ, visando o
entendimento sobre a estrutura da comunidade microbiana do solo e de suas respos-
tas as mudangas ambientais e, ainda, as conseqiiéncias que as alteragbes de sua
estrutura podem causar no funcionamento do ecossistema. Este trabalho consolida a
experiéncia do Laboratério de Ecologia do Solo que, em parceria com o Laboratorio
de Ecologia Molecular Microbiana do IMPPG/UFRJ, vem aplicando essa abordagem
em diversos projetos de pesquisa. Esforcos vém sendo realizados para harmonizar
este protocolo com o adotado por outros laboratérios de Ecologia Molecular do
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Solo, no Estado do Rio de Janeiro, e, numa segunda etapa, em nivel nacional,
visando a possibilidade de integracdo de resultados e formagéo de um banco de
dados de diversidade microbiana em solos brasileiros. Este texto pode ser lido
como um Manual ou Protocolo, para orientar estudantes e pesquisadores em
praticas laboratoriais como: 1) extracdo de DNA do solo; 2) amplificacdo do
material genético com a técnica PCR; 3) processamento das amostras ambientais
por meio da DGGE.

Extracdo de DNA do Solo

A extracdo de DNA do solo pode ser feita de forma direta ou indireta. Existem no
mercado diferentes kits de extracdo de DNA, mas esta pode ser adaptada as
condicdes do laboratério, usando 0 mesmo principio dos kits.

O principio basico da extracdo direta de DNA de amostras de solo consiste na
suspensdo de uma aliquota de solo em uma solugdo contendo detergentes que
enfraquecem as paredes celulares dos microrganismos, e de pérolas de vidro
minuUsculas, que rompem as células sob forte agitacdo, liberando no meio seus
componentes moleculares. A extracédo € finalizada com etapas de purificacdo do
DNA liberado na solugéo.

* Material e equipamentos necessarios para a extracdo de DNA do solo

No Laboratério de Ecologia do Solo da Embrapa Solos utilizamos o protocolo de
extracdo de DNA do Kit FastDNA® SPIN Kit for soils da Bio 101 (Califérnia, EUA),
compativel com o equipamento FastPrep®, produzido pela mesma empresa. As
solugBes e os microtubos utilizados neste kit séo fornecidos pelo fabricante. Os
demais equipamentos e material séo os seguintes:

®* Micropipetas;
® ponteiras do tipo “DNAse free” esterilizadas;
® tubos de 15 mL com tampa e estéreis;

® estantes para 0s microtubos e os tubos de 15 mL;

® centrifuga para microtubos;
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® aparelho FastPrep®;
® cuba de eletroforese horizontal e fonte de forga;
* marcador de DNA 1 Kb a concentracdo de 1% (V/V);

* transiluminador de UV.

OBS: recomenda-se nao reutilizar as ponteiras, microtubos e tubos. Estes ultimos,
somente apos rigorosa lavagem e esterilizacéo.

As etapas de extrac@o de DNA s&o as que se seguem:

1) Adicionar até 500 mg de solo ao “Lysing Matrix E tube” (um tubo que o
fabricante fornece e ja vem com pérolas de vidro que, ao ser agitado no
aparelho de Fast Prep®, ir4 fazer a lise fisica do solo).

Observacéo: o volume ocupado nédo deve exceder 7/8 do total, para permitir
uma melhor homogeneizacgéo.

2) Adicionar 978 nlL da solucdo “Buffer Sodium Phosphate” e 122 ni da
solucédo “MT Buffer” (tampdes que manterdo o pH préximo de 8,0, preservan-
do o material genético).

3) Colocar os tubos no Fast Prep® e processar por 30 segundos a velocidade
de 5,5 m/s.

4) Centrifugar os tubos a 14.000 g por 30 segundos.

5) Transferir o sobrenadante para um tubo limpo (microtubo de 1,5 mL).
Adicionar 250 ni do reagente PPS (responséavel pela lise quimica) agitando
manualmente (aproximadamente 10x).

6) Centrifugar a 14.000 g por 5 minutos para formar (precipitar) o “pellet”.
Transferir o sobrenadante para um tubo limpo de 15 mL.

7) Adicionar 1 mL da suspensdo do “Binding Matrix Suspension” ao
sobrenadante.

OBS: ressuspender o “Binding Matrix Suspension” antes de usar.
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8) Agitar manualmente por 2 minutos para permitir a ligagdo do DNA a matriz.
Deixar decantar por 3 minutos na estante para precipitar a matriz de silica.

9) Remover 500 nL do sobrenadante evitando transferir a Binding Matrix.
Descartar o sobrenadante.

10) Ressuspender a matriz no residuo de sobrenadante que permaneceu no tubo.

11) Transferir aproximadamente 600 L da mistura para o tubo “Spin Filter” e
centrifugar a 14.000 g por 1 minuto. Descartar o contetido do “Catch tube” e
adicionar o restante do sobrenadante para o “Spin Filter” e centrifugar nova-
mente por 1 minuto.

12) Adicionar 500 ni da solucdo “SEW-M” para o “Spin Filter” e centrifugar a
14.000 g por 1 minuto.

13) Remover o filtro e colocar em um “Catch tube” limpo. Deixar secando por
5 minutos a temperatura ambiente.

14) Adicionar 50 nL DES e mexer cuidadosamente com uma microponteira,
tomando o cuidado para ndo perfurar o filtro. Centrifugar a 14.000 g por 1
minuto. O produto final da extracdo (DNA do solo) estara neste tubo.

Posteriormente, o DNA precisara ser analisado quanto a pureza e eficiéncia das
extracBes por meio de uma eletroforese em gel de agarose a 0,8% (vide
Anexo). Aplicar em cada “slot” do gel (previamente preenchido com tampéo de
corrida) 5 nL do produto final da extracdo mais 5 nL de corante para
eletroforese de DNA (que pode ser o fornecido pelo kit ou o corante para
eletroforese de DNA — vide Anexo). A quantidade de amostra e corante aplica-
dos no gel — cerca de 7 nL e 5 nlL, respectivamente — podera variar de acordo
com o tamanho do “slot”. Em um dos “slots” deve-se aplicar cerca de 7 L do
marcador 1 Kb. O tampédo de corrida utilizado é o TBE 1X, e a corrida é de,
aproximadamente, 2 horas a 70V. Ao final, o gel deve ser corado com brometo
(vide Anexo) por 15 a 20 minutos e visualizado sob luz UV em um equipamen-
to transluminador. Se a extracdo de DNA do solo for bem sucedida, o resultado
aparecera sob a forma de bandas relativamente uniformes, no alto do gel de
agarose, alinhados com a primeira banda do marcador, ou acima desta.
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O produto final da extracdo de DNA deve ser preservado a -20°C. Se a banda
visualizada no gel for muito intensa, é recomendavel que se faca aliquotas de DNA
diluidas 5 ou 10 vezes e que estas sejam utilizadas na PCR.

Reacao de Polimerizacao em Cadeia (PCR)

O DNA obtido a partir das amostras de solo é amplificado pela reagdo de
polimerizacdo em cadeia (PCR) (Saiki et al., 1988) usando pares de iniciadores
(“primers”) de acordo com a regido-alvo a ser amplificada. Para isso séo utilizados,
por exemplo, iniciadores que reconhecem os flancos da regido do gene que codifi-
ca a subunidade beta da RNA polimerase (rpoB) e a regido V3 do DNA ribossémico
16S (reino Eubacteria). Um dos iniciadores de cada par, o 1698f (rpoB) e 0 U968
(16S), apresentam um grampo GC, necessario aos experimentos subseqiientes de
DGGE (Muyzer & Smalla, 1998). As sequéncias dos iniciadores e do grampo GC
que utilizamos estdo na Tabela 1.

O protocolo e o programa utilizado em nosso laboratério para a reagéo de PCR foi
o utilizado por Peixoto et al., 2002.

Tabela 1. Sequiéncia dos iniciadores utilizados para a amplificagdo do gene rpoB e
de 16S rDNA e a sequéncia do grampo GC.

Iniciadores Sequéncia Referéncia
1698f (rpoB) | 5’-AACATCGGTTTGATCAAC-3’ Dahllof et
al.,2000
2041r 5’-CGTTGCATGTTGGTACCCAT-3’ Dahll6f et
(rpoB) al.,2000
U968 (16S |5-GCACGGGGGACGCGAAGAACCTTAC-3’ Muyzer et
rDNA) al.,1998
L1401 (16S |5-GCGTGTGTACAAGACCC-3’ Muyzer et
rDNA) al.,1993
Grampo 5’CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG- | Muyzer et
GC 3’ al.,1993

11
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¢ Nlaterial e equipamentos necessarios para a PCR

®* Micropipetas;

® ponteiras do tipo “DNAse free” esterelizadas;

®* microtubos de 100 ni préprios para PCR;

* microtubos de 1,5 mL do tipo “DNAse free” esterelizados;
® estante para microtubos de PCR;

® cuba de eletroforese horizontal e fonte de forga;

* marcador de DNA 1 Kb a 1 ni/mL;.

® transiluminador de UV.
Os reagentes utilizados séo:

* MgCl2 25 mM ou 50 mM;

®* mix de DNTPs (ATP. GTP, CTP e TTP) a 10 mM (ou 2,5 mM de cada);
* tampéo da Taq Polimerase, livre de magnésio, 10X concentrado;

® iniciadores (“primers”);

* formamida deionizada (vide anexo);

® albumina de soro bovino (BSA);

® enzima Taq Polimerase.

O Cloreto de Magnésio e o Tampéao geralmente sdo fornecidos juntos com a enzima
Taq Polimerase, e as concentrag@es utilizadas sdo as especificadas pelo fabricante.
A concentracdo do Cloreto de Magnésio geralmente varia de 25 a 50 nM, e a
composigdo do Tampao encontra-se na Tabela 1 do Anexo. Em cada microtubo de
reacdo, o volume final sera de 50 nlL mas este pode variar, dependendo da
finalidade do produto da reacdo. As concentragdes iniciais e finais de cada reagente
encontram-se na Tabela 2.

Deve-se observar que, com excecéo da agua e da formamida, todos os reagentes
devem permanecer congelados a -20 °C. O preparo da reagéo deve ser feito dentro
de uma capela propria para PCR e os reagentes devem descongelar do lado de fora,
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a temperatura ambiente. Com excegdo destes e da formamida, todo o material
utilizado (ponteiras, pipetas, agua, etc.) devera ser previamente esterilizado em
autoclave por 15 minutos. A &gua utilizada, tanto nas reagcfes quanto na diluicdo
dos reagentes, devera ser deionizada (Milli-Q). Deve-se utilizar luvas limpas duran-
te o preparo e a capela devera ser previamente esterilizada pela exposicdo de uma
lampada de ultra-violeta (UV germicida) por, no minimo, 15 minutos.

Tabela 2. ConcentragBes dos reagentes para o Mix da PCR. a) rpoB; b) 16S rDNA.

a) rpoB b) 16S rDNA
Reagentes Conc. Conc. Reagentes Conc. Conc. final
inicial final inicial
DNTPs mix 10 mM 2,0 mM DNTPs mix 10 mM 2,5 mM
MgCl 25 mM 2,6 mM MgCl2 25 mM 3,75 mM
Tampao 10 x 1x Tampéao 10 x 1x
Iniciador 1 10 pM 0,2 uM Iniciador 1 10 pM 0,5 uM
Iniciador 2 10 uM 0,2 uM Iniciador 2 10 uM 0,5 uM
BSA 10 pg/uL | 0,4 pg/uL BSA 10 pg/pL 0,4 ug/uL
Taq 0,1 u/ pL Taq Polimerase 5u/ L 0,05 u/ pL
Polimerase

A guantidade de cada reagente para uma reagéo, portanto, devera ser calculada de
acordo com suas concentracdes inicial (estoque) e final (na reagdo), para um
volume final de 50 nl. As quantidades de formamida e DNA s&o fixas, ndo
necessitando de ajustes de concentragdo. A quantidade de formamida pode variar
de 0,5% a 1,5% do volume final, mas a de DNA é sempre 1 ni (cerca de 100 ng).
Uma observagao importante é que a formamida e a BSA nem sempre sdo necessa-
rias aos experimentos de PCR, pois o papel destes reagentes na reacdo é tao
somente aumentar a especificidade da Taq Polimerase pela sequéncia-alvo do
DNA. Isto pode ndo ser imprescindivel, se a qualidade de todos os reagentes for
boa e as condi¢des da reacdo forem adequadas.

Ao final dos célculos, deve-se completar o volume que falta para os 50 nL com
agua. Assim, para cada par de iniciadores, temos as quantidades calculadas de
cada reagente, conforme a Tabela 3.

13
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Tabela 3. Quantidades dos reagentes para o Mix da PCR. a) rpoB; b) 16S rDNA.

a) rpoB b) 16S rDNA
Reagentes 1 amostra Reagentes 1 amostra
Agua 18,9 uL Agua 23,0 uL
DNTPs 12,5 uL DNTPs 10,0 pL
MgCk 2,6 uL MgCl2 7,5 pL
Tampéo 5puL Tampéo 5uL
Iniciador 1 2,5 puL Iniciador 1 1,0 L
Iniciador 2 2,5uL Iniciador 2 1,0 L
Formamida 0,5 uL Formamida 0,5 uL
BSA (1%) 2 L BSA (1%) 0,5 L
Taq 1L Taq 1uL

As quantidades de reagentes expostos na Tabela 3 sdo as necessarias para um
tubo de reacéo; sendo assim, basta multiplicar a quantidade de reagentes pelo
numero de amostras desejadas mais dois tubos, pois um destes servird como
controle (“branco”) e o outro como sobra de seguranca. Os reagentes devem ser
misturados e manipulados na capela de PCR, previamente esterilizada, e
aliquotados em tubos de PCR (autoclavados). O ultimo reagente a ser acrescentado
é a Tag Polimerase, que deve ser descongelada somente no momento do uso. Ao
final, é acrescido o DNA (1 pL) em cada microtubo.

Em seguida, os tubos de reagBes devem ser colocados no equipamento
termociclador seguindo o programa para rpoB (figura 1) ou 16S rDNA (figura 2),
previamente gravado na maquina, de acordo com a reacao realizada.

Ao término da reagdo de PCR, deve-se verificar o sucesso da amplificacdo por meio
de uma eletroforese em gel de agarose a 1,2% diluida em TBE 1X (vide anexo). A
eletroforese com os produtos da PCR devera seguir o mesmo padrdo da
eletroforese realizada com os produtos da extracdo de DNA. Se a PCR for bem
sucedida, o resultado aparecera sob a forma de bandas alinhadas ao tamanho
esperado do marcador, ou seja, 433 Kb para as bandas amplificadas com o
“primer” do 16S e 343 Kb para as bandas amplificadas com o “primer” do rpoB.
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94°C 3 minutas Etapa de desnaturacao da dupla fita de ONA

a4vC 1 minuta Desnaturacss
in
nialas 40Y5 1.5 minute Anelamento da DMA com o *primer”
T2°C 2 minutas Extensio da neva fita de DhlA
|" 24"C 1 minuta Desnaturacio
25

ciclas ‘I sOY0 1.5 minuto Anelameanto do DHA com o *primer”
~ T2°C 2 minutaz Extensio da nova fita de DONA

7250 10 minutes  Etapa final de extensag

Fig. 1. Programa de PCR para amplificac@o do gene que codifica a subunidade beta da RNA polimerase, rpoB .

94°c 3 minutos Etapa de desnaturagio da dupla fita de DMNA

20 a4°C 1 minuto Desnaturacio
chelos 55°C 1 minuto Anelamento do DMNA com o “primer”
72°C 1 minuto Extensao da nova fita de DA

10 minutos Etapa final de extenséo

Fig. 2. Programa de PCR para amplificacdo do gene que codifica a subunidade beta da RNA polimerase, rpoB.

Qualquer outra banda que aparecer além destas significa que houve amplificagcao
de outra(s) seqiiéncia(s) além da esperada. A presenca de “rastros” também néo é
desejavel, pois podera prejudicar a qualidade do resultado do DGGE. Os produtos
de PCR devem ser armazenados a cerca de -20 ° C.
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Visualizacdo da Diversidade Bacteriana do Solo
pelo DGGE

A técnica de eletroforese em gel com gradiente desnaturante possibilita a separagéo
dos produtos de PCR (as fitas de DNA) de acordo com suas seqiiéncias de pares de
bases, e ndo de acordo com os tamanhos dos fragmentos de DNA, como a maioria
das técnicas de fingerprint genético. Assim, teoricamente, cada banda no gel
representa uma espécie ou um grupo de espécies de bactéria, e a imagem final do
gel corresponderd a um padrdo de “codigos de barra” referente & comunidade
bacteriana dos solos estudados. Os géis da eletroforese sdo confeccionados com
poliacrilamida (acrilamida e bhis-acrilamida) e o gradiente desnaturante pode ser
quimico (agentes desnaturantes como uréia e formamida no DGGE) ou fisico
(temperatura no TGGE).

Os experimentos com DGGE sé&o realizados com o equipamento “Dcode™ Univer-
sal Mutation Detection System” (BIO-Rad, Richmond, EUA). O gradiente do gel
desnaturante pode ser ajustado de acordo com o fragmento de DNA amplificado
por PCR. O exemplo que daremos aqui € de um gel de poliacrilamida com um
gradiente linear de desnaturantes de 40% a 70%, formados a partir de solu¢des-
estoque de poliacrilamida (6%), uma com 0% e outra contendo 100% dos agen-
tes desnaturantes (100% corresponde a 7M de uréia e 40% de formamida
deionizada), conforme os calculos em anexo.

Apos a confecgdo os géis devem polimerizar por, no minimo, 3 horas. Em seguida,
devem ser acoplados ao aparelho de DGGE, que comporta, no maximo, dois géis
por corrida.

Em cada “slot” do gel devera ser aplicada uma aliquota de cerca de 20 pl de
produto de PCR misturada a 20 pl de corante para eletroforese de DNA. A
aplicacdo das amostras no gel devera ocorrer com os ““slots” previamente preenchi-
dos com tampdo TAE 0,5X (Tabela 1 do Anexo) e ser extremamente cuidadosa
para que ndo ocorra contaminacdo de amostras de um “slot” para outro. A quanti-
dade de produto de PCR aplicada no gel podera variar de acordo com a qualidade
do produto e a sensibilidade do método de coloracédo do gel.

A eletroforese é desenvolvida com 70V a 60°C por 18 horas. Apds a corrida, o gel
é retirado da placa e pode ser corado com brometo de etideo, nitrato de prata, ou
Sybr Green® (Molecular Probes, Oregon, EUA), entre outros.
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¢ Material e equipamento necessarios para a confeccdo e corrida do DGGE

* Micropipetas;

® ponteiras do tipo “DNAse free” esterelizadas;
® Erlenmeyer de 25 mL;

® pipetas de 10 mL;

* gaze;

® Alcool.
As solugBes necessarias para a confecgéo e corrida do DGGE encontram-se no Anexo.
¢ Etapas do experimento com DGGE
a) Montagem das placas

Duas placas de vidro séo utilizadas na montagem de um gel (uma maior e outra
menor). E recomendavel que as placas sejam previamente limpas com gaze e
alcool, e que ndo se utilize detergente na sua lavagem (somente agua e esponja
macia). Entre as placas sdo colocados os espacadores (figura 3). As placas sdo
encaixadas num suporte e presas por grampos, que devem ser ajustados para
formar uma certa pressdo. E utilizado um molde do gel em cartdo para que seja
verificada a pressédo ideal entre as duas placas (figura 4). Esta é atingida quando é
possivel puxar o cartdo entre as duas placas, mas com uma certa resisténcia.

Uma vez montado o “sanduiche” com as placas, ele deve ser colocado no suporte
para, entdo, ser feita a confeccéo do gel (figura 4). Entretanto, antes de ser feito o
gel, deve-se aplicar uma solugéo vedante (vide anexo) para evitar vazamentos no
momento da confeccdo do gel. A solugdo vedante deve escorrer entre as bordas
das placas, rente aos espacadores, e se acumular na base.

Observe que qualquer solucéo que contenha TEMED e persulfato de aménio deve
ser utilizada imediatamente apds o seu preparo, pois estes reagentes sdo 0s
responsaveis pela polimerizagcdo da acrilamida e bis-acrilamida.

17



18 Avaliacéo da Diversidade Microbiana em Amostras de Solos

espacadares

Fig. 3. Visualizagéo das placas com os espacgadores.

granpos

Fig. 4. Visualizagdo do “sanduiche” com as placas de vidro. a) Montagem das placas e grampos e encaixe
no suporte; b) ajuste da pressdo com o molde em cartéo.

b) Confecgéo do gel

Cada uma das solugdes que constituira o gel é colocada em uma das seringas. Deve-
se preparar cada solugdo num Erlenmeyer de 25 mL e suga-la com a mangueira para
dentro da seringa, de modo que ndo se formem bolhas. As seringas séo, entéo,
acopladas ao aparelho que formard o gradiente desnaturante ao longo do gel. O
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movimento do aparelho para se formar o gradiente deve ser continuo (figura 5). Ao
final, a colorac&o do gel deve apresentar um gradiente de cor azul mais claro a mais
escuro, correspondente ao gradiente desnaturante de uréia e formamida (figura 6).
Deve-se lavar as seringas imediatamente com agua destilada apds o uso, para evitar
que ocorra polimerizacdo do restante das solugdes na mangueira.

Fig. 5. a) Preenchimento da seringa com a solu¢do 70% desnaturante; b) encaixe das seringas no aparelho
que formaréa o gradiente; c) e d) formagédo do gradiente desnaturante.

c) Preparo da solucéo que constituira os “ slots”

Por ultimo, deve ser feita a solucdo que completa o gel, onde o pente é acoplado.
Apos a polimerizagdo da solugdo, o pente é retirado e estardo formados os “slots”.

d) Montagem do sistema Dcode
As placas e os grampos contendo os géis sdo acoplados no sistema que fecha a

corrente para se dar o processo de eletroforese (figura 7). Este conjunto deve ser
colocado dentro da cuba de eletroforese com tampédo a 60°C. Se 0s grampos
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estiverem muito apertados, deve-se afrouxa-los levemente antes da montagem do
sistema, por conta da dilatacdo que ocorrera devido a temperatura do tampao.

Fig. 6. Visualizacdo do gel com gradiente desnaturante.

A aplicacdo das amostras pode ser feita dentro da cuba ou fora desta, desde que os
“slots” estejam preenchidos com tamp&o. Colocar a tampa da cuba, encaixar os
fios e aplicar a corrente. E recomendavel que se ligue todo o sistema num equipa-
mento “no-break” durante a corrida.

Ao término da corrida, deve-se desmontar o sistema Dcode e retirar os géis. A
retirada dos géis deve ser feita cuidadosamente, de preferéncia dentro de uma
bandeja e “lavando-0s” com tampé&o para que desgrudem das placas e, assim,
evitar que rasguem.

Para a visualizacédo dos géis em transiluminador de UV, a coloragdo podera ser feita
com brometo de etideo (como no gel de agarose) por cerca de 15 minutos, ou Sybr
Green® (vide Anexo) por pelo menos 30 minutos.
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Fig.7. Montagem do sistema Dcode. a) e b) Encaixe do gel no suporte; c) ajuste do sistema dentro da cuba.

Caso se queira preservar o gel para analises posteriores, como o registro da
imagem por scanner ou excisdo de bandas, o método de coloragéo por nitrato de
prata, como descrito a seguir, € o mais adequado.

Coloragdo do gel de poliacrilamida com nitrato de prata (a composi¢do das solu-
¢Bes encontra-se no Anexo).

1) Agitar o gel por 30 minutos em solucéo fixadora;

2) lavar rapidamente o gel com H,O destilada;

3) agitar o gel por 30 minutos em solucéo de nitrato de prata;
4) despejar a solucdo reveladora;

5) quando o gel estiver bem proximo da coloracdo desejada, despejar a solu-
¢éo de parada;

6) lavar o gel em agua destilada e guardar em solucéo de estoque na geladeira.
O gel também pode ser guardado entre duas folhas de papel celofane, depois de
passar pela solucdo de estoque.

21
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Observe que, durante o processo de coloracdo por nitrato de prata, o gel fica o
tempo todo dentro da bandeja e sdo as solu¢gBes que sdo adicionadas e removidas
da bandeja. Isto deve ser feito com auxilio de uma mangueira associada a uma
bomba de vacuo, e esta a um frasco Kitassato, fechado com rolha.

Referéncias Bibliograficas

COUTINHO, H. L. C.; OLIVEIRA, V. M.; MANFIO, G. P., ROSADO, A. S.
Evaluating the microbial diversity of soil samples: methodological innovations.
Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, Rio de Janeiro, v.3, n.71, p.491-
503,1999.

DAHLLOF, |.; BAILLIE, H.; KJELLEBERG; S. rpoB-Based microbial community
analysis avoids limitations inherent in 16S rRNA gene intraspecies heterogeneity.
Applied and Environmental Microbiology, Washington, v. 66, 3376-3380, 2000.

MUYZER, G.; DE WAAL, E.C.; UITTERLINDEN; A.G.. Profiling of complex
microbial populations by denaturing gradient gel electrophoresis analysis o
polymerase chain reaction-amplified genes coding for 16S rRNA. Applied and
Environmental Microbiology, Washington, v. 59, 695-700, 1993.

MUYZER; G., SMALLA; K. Application of denaturing gradient gel electrophoresis
(DGGE) and temperature gradient gel electrophoresis (TGGE) in microbial ecology.
Mini review. Antonie van Leeuwenhoek, Dordrecht, 73, 127-141, 1998.

PEIXOTO, R. S.; COUTINHO, H. L. C.; RUMJANEK, N. G.; MACRAE, A.; ROSA-
DO, A. S. Use rpoB and 16S rRNA genes to analyse bacterial diversity of a tropical
soil using PCR and DGGE. Letters in Applied Microbiology, London, v. 35, p.
316-320, 2002.

ZILLI, J. E.; RUMJANEK, N. G.; XAVIER, G. R.; COUTINHO, H. L. C.; NEVES, M.
C. P. Diversidade microbiana como indicador de qualidade do solo. Cadernos de
Ciéncia & Tecnologia, Brasilia, v.20, n.3, p.391-411, 2003.



Anexo




24 Avaliacédo da Diversidade Microbiana em Amostras de Solos

Tabela 1. Solucdes e Tampdes.

Name do lampao Concenlragan das
Reagentes
e concentracio final reagentes
Tris-acetato, pH 7.4 20 mh
TAE 1X —
) Acelato de sadio 10 miv
(Tris-acetalo)
EOTA 0,5 mM
Tris 29 mi
TBE 1X
: EDTA 2.5 mM
{ Tris-borato)
H.BOy &9 mivl
Tamp3o da Tag THs-HCI 100 ms
Polimerase, livre de KCl ald mi
magnasio, 10X Triton& X-100
{Promega, California, 0.1%
USA)
® Solucédo EDTA 0,5 M, pH 8,0
EDTA 18,60 g

NaOH em lentilhas (para ajuste do pH)

Volume total da solugéo 100mL
Adicionar cerca de 70 mL de 4gua em 18,6 g de EDTA. Colocar sob agitacdo em
placa e adicionar, aos poucos, as lentilhas de NaOH para ajustar o pH a 8,0. O
EDTA s0 sera solubilizado quando o pH estiver proximo a 8,0. A adigdo de NaOH

j& promove liberacéo de calor (reagdo exotérmica), ndo necessitando de aquecimen-
to adicional. Completar o volume para 100 mL. E estocar a temperatura ambiente.

® Solugdo tampdo TAE 50X.

Tris Base 60,50 g

Acido acético glacial 14,28 mL
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Solugdo EDTA 0,5 M, pH 8,0 25 mL

Volume total da solucéo 250 mL

Pesar 60,5 g de Tris Base e adicionar 150 mL de agua Milli-Q. Colocar para agitar
em placa com um agitador magnético e adicionar 14,28 mL de acido acético glacial
e 25 mL de solugdo de EDTA. Apds solubilizagdo, completar o volume com agua
deionizada para 250 mL. O pH final da solugéo é 9,0. Autoclavar esta solucéo por
20 minutos e estocar em geladeira.

¢ Solucdo tampao TBE 10X

Tris Base 108,0g
Acido bérico 55,09
EDTA (0,5M) 40 mL

Pesar 108,0 g de Tris Base e adicionar 500 mL de 4gua deionizada. Colocar para
agitar em placa com um agitador magnético e adicionar 55 g de acido boérico e 25
mL de solugéo de EDTA. Apos solubilizagdo, completar o volume com agua Milli-
Q para 1000 mL.

Autoclavar esta solugdo por 15 minutos e estocar em geladeira.

* Solucdo para confeccdo de gel de agarose para corrida de eletroforese
horizontal

Agarose (grau analitico ou molecular) 0,8 g (para gel a 0,8%)

Agarose (grau analitico ou molecular) 1,2 g (para gel a 1,2%)

Tampédo TBE 1X para completar o volume final de 100 mL
Misturar a agarose (0,8 g ou 1,2 g) em TBE 1X e aquecer em placa aquecedora ou
microondas, até que a agarose esteja totalmente dissolvida. Confeccionar o gel

com esta solucdo. O restante pode ser armazenado em geladeira e aquecido
posteriormente para nova utilizacao.
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e Corante para eletroforese de DNA

Azul de bromofenol 0,005 g
Xilenocianol 0,005 g
Glicerol 100% 7 mL
Agua deionizada 3mL

Dissolver o azul de bromofenol e o xilenocianol em agua e adicionar o glicerol.
Deixar solubilizar e estocar em temperatura ambiente.

® Solucdgo de Brometo de Etideo para visualizacio de DNA em
Transiluminador de UV

Brometo de etideo (10 mg/mL) 50 pL

Tampdao TBE 1X 1.000 mL

Diluir o brometo de etideo no TBE. Essa solucédo deve ser preparada e armazenada
a temperatura ambiente, preferencialmente na auséncia de luz, ou em frasco ambar.

Obs.: o0 brometo de etideo € um reagente muito perigoso, devido ao seu potencial
mutagénico. Portanto, deve se tomar muito cuidado ao manipulé-lo, sempre utili-
zando jaleco de manga comprida e luvas apropriadas.

® Solucdo de Syber Green® para visualizacido de DNA em transiluminador
de UV

Diluir o Syber Green® em agua deionizada na propor¢do de 1:10.000. Esta

solucdo deve ser preparada somente no dia do uso, na auséncia de luz ou em
frasco ambar.

® Formamida Deiononizada

Formamida P.A. 100 mL

Resina deionizante 5¢
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Adicionar 5 g da resina deionizante em 100 mL de formamida P.A. e colocar sob agitacéo
em placa por aproximadamente 1 hora. Filtrar em papel de filtro (qualitativo, nimero 4) ou,
na falta deste, em filtro de papel para café. Estocar a temperatura ambiente.

¢ Solucéo de acrilamida 40%

Acrilamida 38,93 ¢
Bis-acrilamida 1,07 g
Volume final da solucédo 100 mL

Dissolver 38,93 g de acrilamida em 30 mL de agua deionizada. Pesar 1,07 g de
Bis-acrilamida e adicionar aos poucos, sob agitacdo, a acrilamida ja dissolvida.
Apos dissolver a acrilamida e a bis-acrilamida em agua, o volume da solugdo quase
duplica, necessitando apenas de um pequeno ajuste com agua deionizada para
100 mL. Filtrar em membrana tipo Millipore® de 0,45 um e estocar em geladeira (a
filtragem ndo é estritamente necesséaria, mas desejavel).

Obs 1.: deve-se tomar muito cuidado ao manipular a acrilamida e a bis-crilamida e
todas as solugBes que contenham estes reagentes em sua composi¢ao. Estas substan-
cias séo potencialmente mutagénicas se inaladas ou absorvidas pela pele. Usar materi-
al de protecdo adequado (jaleco de manga comprida, luvas, mascara e 6culos).

Obs 2.: todas as solugdes que contiverem acrilamida e bis-acrilamida em sua
composicdo devem ser preparadas e armazenadas na auséncia de luz (utilizar

frascos ambares).

¢ Solucdo 0% desnaturante (para confeccao do gel a 6% de acrilamida)

Solucgéo de acrilamida a 40% 15 mL
Solugdo tampédo TAE 50X 2 mL
Volume final da solucédo 100 mL

Misturar 15 mL de acrilamida 40% com 2 mL de solucdo tampdo TAE 50X e
completar o volume para 100 mL utilizando dgua deionizada. Filtrar em membrana tipo
Millipore® de 0,45 um e estocar em geladeira na auséncia de luz por aproximadamente
1 més (a filtragem néo é estritamente necessaria, mas desejavel).
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® Solucdao 100% desnaturante (gel 6% de acrilamida)

Uréia P.A. 42 g
Formamida deionizada 40 mL
Solucgéo de acrilamida a 40% 15 mL
Solucdo tampédo TAE 50X 2 mL
Volume final da solucao 100 mL

Adicionar a formamida deionizada a uréia, seguida da solucdo tampdo TAE e a
solucgdo de acrilamida 40%. Colocar sob agitagdo em placa magnética até que toda
a uréia esteja dissolvida (pode levar cerca de 40 minutos). Completar o volume
para 100 mL. Filtrar em membrana Millipore de 0,45 pm e estocar em geladeira na
auséncia de luz (utilizar frasco ambar) por aproximadamente 1 més.

Obs 1.: quando a uréia estiver dissolvida, o volume inicial da solucéo tera praticamente
duplicado, sendo necesséario somente um pequeno ajuste no volume final da solugéo.

Obs 2.: ap6s um certo tempo de armazenagem na geladeira, podem se formar
cristais de uréia. Neste caso, deve-se agitar a solugdo em placa e, se necessario,
aquecer em banho-maria.

¢ Solucdo de Persulfato de Aménio 10% (APS)

Persulfato de Amonio 0,19

Agua deionizada 1mL
Dissolver em um microtubo de 1,5 mL 0,1 g de persulfato de aménio em 1 mL de
agua deionizada. Esta solugdo pode ser preparada no momento do uso ou em

maior quantidade (multiplicar os valores por 10) para armazenamento a -20 °C em
aliquotas de 1mL.

® Solucdo para vedar as placas

Solugéo 0% desnaturante 2 mL
TEMED 4 uL
APS 10% 10 pL
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Calculos para o preparo das solugdes para o gel de poliacrilamida com gradiente
desnaturante (gradiente 40% - 70%)

¢ Solucdo 40% desnaturante (volume final de 12 mL, para confeccéo de um gel)

Usando a férmula:
C-V,=C,-V, (1

onde C, € o valor da concentragéo inicial da solugdo 100% desnaturante, V, € o
volume inicial desta concentracdo, C, € a concentragdo final da solugéo (neste
caso, 40% desnaturante) e V, € o volume final da solucéo, temos:

100 - V.= 40 - 12 (2)

Logo, temos que o valor de V, € igual a 4,8 mL. Para completar o volume da
solugéo para 12 mL, adicionar 7,2 mL da solugdo 0% desnaturante.

¢ Solucéo 70% desnaturante (vVolume final de 12 mL, para confec¢@o de um gel)

Aqui, basta substituir o valor de C, na equagdo (1) por 70. Assim, teremos:

100 -V, =70-12 (3)

O valor de V,, portanto, sera 8,4 mL. Para completar o volume de 12 mL, adicionar
3,6 mL da solugéo 0%.

Obs.: somente nesta solucédo deve-se adicionar 100 pL do corante Dcode Dye Solution.

Note que estes calculos sdo vélidos para a confeccdo de um gel com gradiente
desnaturante de 40% a 70%. Estes valores poderdo ser ajustados na férmula (1)
para a confecgéo de géis com qualquer faixa de valores de desnaturagéo.

ApOs o preparo de cada solugdo, deve-se adicionar 4,2 pL de APS 10% e 0,83 L
de TEMED para cada mL de solugdo. Assim, cada solugédo de 12 mL levara 50 pL
de APS 10% e 10 pL de TEMED. Estes reagentes sdo 0s responsaveis pela
polimerizacdo da acrilamida e da bis-acrilamida. Portanto, ao adiciona-los as solu-
cdes 40% e 70%, estas devem ser utilizadas imediatamente para que ndo ocorra a
polimerizacdo nos frascos Erlenmeyer ou nas seringas.
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e Corante Dcode Dye Solution

Azul de bromofenol 0,05¢
Xilenocianol 0,05¢g

Solugdo tampado TAE 1X 10 mL

Solubilizar o azul de bromofenol e o xilenocianol em TAE 1X. Armazenar em
temperatura ambiente.

® Solucdo “stacking” (para formacdo dos “slots”) para 2 géis

Solugéo 0% desnaturante 4 mL
TEMED 8 uL
APS 10% 20 uL

Misturar todos os reagentes e aplicar 2 mL na parte de cima de cada gel. Encaixar o
pente imediatamente e remové-lo cuidadosamente somente apds a polimerizagdo.

® Solucdes para coloracdo do gel de poliacrilamida com Nitrato de Prata

Solucdo Fixadora

Etanol P.A. 100 mL

Acido acético glacial 5 mL
Misturar o etanol e o acido acético e completar com agua destilada para o volume
final da solugcdo de 1.000 mL. Esta solugdo deve ser preparada em capela com
sistema de exaustdo. Armazenar em geladeira.
Solucédo de Nitrato de Prata

Nitrato de Prata (AgNO3) 0,48 g

Agua destilada 300 mL
Diluir o nitrato de prata na dgua destilada em uma placa magnética. Esta solugdo

deve ser preparada somente no dia do uso, no escuro ou em frasco ambar, e
utlizada somente quando o nitrato de prata estiver totalmente diluido.
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Solucao Reveladora
Solucédo de Hidroxido de Sédio 7,5M* 30 mL
Formaldeido P.A. 2,25 mL
Misturar a solucdo de hidroxido de sddio e o formaldeido e completar com agua

destilada para o volume final da solugcdo de 300 mL. Esta solucdo deve ser
preparada somente no dia do uso e em capela com sistema de exaustao.

(*) Solucdo de Hidréxido de Sédio 7,5M: dissolver 30 g de NaOH em lentilhas e
completar com &gua destilada para o volume final da solu¢do de 100 mL. Armazenar em
temperatura ambiente. Cuidado ao manipular esta solugao, pois ela € muito corrosiva.

Solucédo “Stop”

Acido acético glacial 15 mL
Dissolver o 4cido acético glacial em &gua destilada até o volume final da solugéo de
50 mL. Esta solucdo deve ser preparada em capela com sistema de exaustéo.

Armazenar a temperatura ambiente.

Solucdo de armazenamento do gel

Acido acético glacial 50 mL
Etanol P.A. 100 mL
Glicerol P.A. 10 mL

Misturar o acido acético, o etanol e o glicerol e completar com agua destilada para
o volume final da solugéo de 1.000 mL. Esta solugio deve ser preparada em capela
com sistema de exaustéo e armazenada em geladeira.



