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INTRODUCAO

O solo é um dos héabitats mais complexos e microbiodiversos conhecidos, porém a sua
estrutura e composicdo bioldgica € pouco conhecida. Estima-se que apenas 1% da microbiota
do solo pode ser estudada tendo como base os métodos classicos de cultivo e isolamento. Para
sanar essa deficiéncia a Metagendmica tem sido usada para acessar o codigo genético de
microrganismos até entdo desconhecidos (Daniel, 2005).

Todos os projetos envolvendo a Metagendmica apresentam nas etapas iniciais a
Extracdo do DNA que serd posteriormente sequenciado. Entretanto, a matriz complexa do
solo contém substancias quimicas que prejudicam a preservacdao das amostras e a extracao
adequada dos acidos nucléicos. Além disso, 0s processos de coleta, transporte e
armazenamento das amostras modificam a estrutura fisica das particulas do solo e alteram as
condicdes de temperatura, humidade e pH. Por isso, é de extrema importancia iniciar a
extracdo do DNA metagendmico o mais rapido possivel, para que ndo haja alteracGes
significativas das comunidades bacterianas antes da obtencdo de seus respectivos acidos
nucléicos. Sendo assim, é essencial a realizacdo de uma metodologia adequada para a
obtencdo de amostras de DNA que atendam aos requisitos exigidos por cada plataforma para
a realizacdo do sequenciamento (Handelsman, 2004; Thomas et al, 2012; Céaceres et al, 2012).

Este trabalho objetivou o aperfeicoamento da metodologia de coleta, preservacdo e
extracdo de DNA Metagendmico de alta qualidade voltado ao sequenciamento em
plataformas de Nova Geragéo ou “Next Generation Sequencing” (NGS).

METODOLOGIA
Coleta de solo

Para aprimorar a metodologia de coleta para os trabalhos envolvendo os
microrganismos do solo, o0 mesmo foi coletado entre 10 e 20 cm de profundidade. Cada uma
das 32 amostras pesadas em campo continha 0,5g, que foram acondicionadas individualmente
em microtubos de 2,0 ml. Sendo submetidos a dois tratamentos diferentes. No tratamento 1,
foram utilizados 16 tubos contendo apenas o solo. No tratamento 2, foram utilizados 16 tubos
contendo o solo e ainda 500 pul de CTAB Buffer (5% CTAB;100 mM TrisHCI [pH=8]; 20
mM EDTA;1.4 M NaCl; 0.5% p-mercaptoethanol). Os microtubos do tratamento 2 foram
homogeneizados no agitador de tubos com agitacdo constante de 10 segundos. Em seguida
todos os microtubos foram imediatamente armazenados em gelo e levados ao laboratdrio,
onde foram armazenados a 4 °C por 72 horas.
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Extracdo de DNA

Para a extracdo do DNA do solo foi utilizado o protocolo Doyle & Doyle (1987)
modificado. Apés a extragdo, foi realizada a determinacdo da concentragdo e da pureza das
amostras de DNA no espectrofotdmetro NanoDrop Thermo Scientific 2000. O tratamento (1
ou 2) que apresentou o melhor resultado foi usado para a coleta de novas amostras, visando
seguir com as demais atividades.

Amplificacdo e Purificacdo do DNA

As amostras de DNA foram submetidas a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)
para amplificar o gene 16S utilizando-se os primers R1378 e F343. O produto da PCR foi
purificado com PEG 6000 (Polietilenoglicol) para remover todo o contetdo ndo necessario ao
sequenciamento. Apds a amplificacdo as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de
agarose a 1% e registradas com o Sistema de Fotodocumentacdo L-Pix EX e do Software L-
Pix Image (Loccus Biotecnologia), para diagnosticar a eficiéncia da amplificacdo e sua
viabilidade para o sequenciamento.

RESULTADOS

Através da Analise de Variancia (ANOVA) verificou-se que — em relacdo a
concentracdo de DNA — ndo houve diferenca estatistica entre os Tratamentos | e 1l testados na
Etapa | da Coleta de Solo, entretanto houve maior uniformidade entre as amostras do
tratamento 2 (Gréfico 1).

Gréfico 1: Log da concentracdo de DNA em relagdo ao tratamento de Conservagdo. Tratamento 1 (solo
seco) e Tratamento 2 (CTAB Buffer).
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Em relacdo a pureza do DNA (Grafico 2), observa-se claramente que as amostras do
tratamento 2 apresentam maior pureza. Através da Analise da imagem obtida do gel de
agarose, observa-se que as amostras do tratamento 2 apresentaram maior nitidez € menos
arrasto. Desta forma, podemos afirmar que o tratamento 2 é mais eficiente para a preservagéo
de amostras de solo para a analise do seu Metagenéma.



Gréfico 2: Pureza do DNA (260/280) em relacdo ao tratamento de Conservacdo. Tratamento 1 (Seco) e
Tratamento 2 (CTAB Buffer).
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O protocolo Doyle & Doyle (1987) modificado mostrou-se satisfatério para a execucdo
deste estudo, porém, para a obtencdo de amostras com qualidade superior é altamente
recomendavel a utilizacdo do protocolo descrito por Sagova-Mareckova (2008).

Podemos atribuir a eficiéncia do Tratamento II aos componentes do “CTAB Buffer”
utilizado na preservacdo e extracdo das amostras de solo. O Tris-HCI [pH=8] é uma solucéo
tampdo capaz de prevenir varia¢fes subitas no pH da amostras que podem degradar o material
genético antes de sua extragdo. Além disso o B-mercaptoethanol age como antioxidante
também prevenindo a degradacao das amostras coletadas (REBOUCAS, 2013).

CONSIDERACOES FINAIS

A partir da utilizacdo do tratamento Il pode-se obter o DNA de alta qualidade nas
condigdes ideais para 0 NGS, aumentando a pureza do material genético e reduzindo a
interferéncia da degradacdo das amostras na obtencdo de sequéncias raras no metagenoma.
Em complemento ao Tratamento Il, deve-se adaptar o protocolo de extracdo de DNA de
acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do solo de interesse (Sagova-Mareckova, 2008).
Sem o protocolo de extragdo adequado, as amostras podem ndo atender aos requisitos
minimos para 0 NGS (KNAPP & HOFREITER, 2010)
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