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RESUMO 
 
 
A Caatinga é um bioma exclusivamente brasileiro com variação temporal e espacial de 
chuvas, o que o torna um ambiente único e altamente complexo, composto por diferentes 
fitofisionomias e classes de solos, que resultam em ampla biodiversidade. A maior parte 
dos solos da Caatinga está exposta a fatores abióticos intensos, tornando as suas 
propriedades físico-químicas e biológicas altamente dependentes da matéria orgânica do 
solo e microbiota edáfica. No entanto, apesar da importância desse complexo 
ecossistema ainda há uma lacuna quanto à utilização de técnicas que determinem com 
exatidão a composição da comunidade microbiana, especialmente de Fungos Micorrízicos 
Arbusculares (FMA), a qual tem sido realizada por caracterização morfológica. Nesse 
sentido, este trabalho objetivou comparar cinco métodos de extração de DNA (GnS-GII, 
ISOm, Sy3, MoBio e Selbach) de amostras de solo visando selecionar o método mais 
eficiente para o estudo de comunidades de FMA em sete classes de solos (Latossolo, 
Neossolo, Cambissolo, Argissolo, Luvissolo, Planossolo e Vertissolo) representativos da 
Caatinga. Foram observadas variações significativas no DNA extraído e na pureza 
observada entre os diferentes protocolos testados, sendo a extração pelo kit da MoBio a 
mais eficiente no que se refere a concentração e pureza, seguida pelo método de 
Selbach. Com relação às classes de solos, a melhor purificação foi obtida em Latossolos, 
enquanto os Argissolos foram os que obtiveram menores valores. Utilizando os métodos 
MoBio, Selbach e ISOm foi possível alcançar maior eficiência na extração de DNA em 
Vertissolo. Por outro lado, os métodos GnS-GII e Sy3 não resultaram em diferenças 
significativas entre as classes de solo. As características físico-químicas que interferiram 
diretamente na extração de DNA foram: pH, K+, Ca+Mg, matéria orgânica, percentual de 
Areia, Silte e Areia. No entanto, o percentual de Argila e o teor de P influenciaram a 
purificação dos protocolos GNS-GII e Selbach, respectivamente. As amostras obtidas pelo 
Kit Mobio e método Selbach possibilitaram amplificações de DNA nos dois pares de 
primers testados (ITS4/ITS86F e NS31/AML2), o que não foi observado nos outros 
métodos possivelmente pelos valores baixos de pureza das amostras. Além disso, o Kit 
Mobio possibilitou a amplificação de DNA em todas as classes de solos avaliadas. Por 
sua vez, com o método Selbach foi observada amplificação em apenas cinco classes 
(Cambissolo, Latossolo, Neossolo, Planossolo e Vertissolo) para o primer ITS4/ITS86F e 
em seis classes (Cambissolo, Latossolo, Luvissolo, Neossolo, Planossolo e Vertissolo) 
para o primer NS31/AML2. As classes Latossolo e Planossolo destacaram-se entre as 
demais para amplificação de DNA de fungos em geral em ambos os métodos (Kit Mobio e 
Selbach) assim como as classes Cambissolo e Vertissolo para o primer específico para 
FMA. As características físico-químicas (pH, K+, Ca+Mg, Na, argila, silte e areia) das 
classes de solo avaliadas neste estudo afetaram a eficiência da extração e pureza do 
DNA, assim como a qPCR. Nos protocolos que obtiveram valores médios de pureza 
abaixo de 1,40 não foi possível obter amplificação de DNA com os dois pares de primers 
testados. 
 
Palavras-chave: FMA, Ácido desoxirribonucleico, Bioma, PCR em tempo real, Genética 
Molecular. 
 
 

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 
 

Caatinga is an exclusively Brazilian biome with temporal and spatial variation of rainfall , 
which makes it a unique and highly complex environment, composed of different 
phytophysiognomies and soil classes, which result in wide biodiversity. Most of Caatinga’s 
soils have been exposing to intense abiotic factors, making their physicochemical and 
biological properties highly dependent on soil organic matter and soil microbial. However, 
despite the importance of this complex ecosystem, there is still a gap in the use of 
techniques that accurately determine the composition of the microbial community, 
especially Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF), which have performed by morphological 
characterization. In this sense, this work aimed to compare five DNA extraction methods 
(GnS-GII, ISOm, Sy3, Mobio and Selbach) from soil samples to select the most efficient 
method for studying AMF communities in seven soil classes (Latossolo, Neossolo, 
Cambissolo, Argissolo, Luvissolo, Planossolo e Vertissolo) representative of Caatinga. 
Significant variations were observed in the extracted DNA and in the observed purity 
between the different protocols tested, being the extraction by Mobio kit the most efficient 
regarding the concentration and purity, followed by the Selbach method. Regarding the 
soil classes, the best purification had obtained in Latossolos, while the Argissolos obtained 
the lowest values. Using the Mobio, Selbach and ISOm methods it was possible to achieve 
greater efficiency in DNA extraction in Vertissolo. On the other hand, the GnS-GII and Sy3 
methods did not result in significant differences between soil classes. The physicochemical 
characteristics that directly interfered with DNA extraction were pH, K +, Ca + Mg, organic 
matter, percentage of sand, silt and clay. However, the percentage of clay and the content 
of P influenced the purification of the GNS-GII and Selbach protocols, respectively. The 
samples obtained by the Mobio Kit and Selbach method enabled DNA amplifications in the 
two pairs of tested primers (ITS4 / ITS86F and NS31 / AML2), which was not observed in 
the other methods possibly due to the low values of sample purity. In addition, the Mobio 
Kit enabled the amplification of DNA in all classes of soils evaluated. In turn, with the 
Selbach method, amplification was observed in only five classes (Cambisol, Latosol, 
Neossol, Planossol and Vertissolo) for the primer ITS4 / ITS86F and in six classes 
(Cambissolo, Latossolo, Luvissolo, Neossolo, Planossolo and Vertissolo) for the NS31 / 
AML2 primer. The Latosol and Planossolo classes stood out among the others for 
amplification of fungi DNA in general in both methods (Kit Mobio and Selbach) as well as 
the Cambissolo and Vertissolo classes for the specific primer for FMA. The physical-
chemical characteristics (pH, K +, Ca + Mg, Na, clay, silt and sand) of the soil classes 
evaluated in this study affected the efficiency of DNA extraction and purity, as well as the 
qPCR. In the protocols that obtained average values of purity below 1.40 it was not 
possible to obtain amplification of DNA with the two pairs of tested primers. 
 
Key-words: AMF, Deoxyribonucleic acid, Biome, Real Time PCR, Molecular genetics. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A Caatinga é um bioma exclusivamente brasileiro, abrangendo maior parte na 

Região Nordeste e parte do norte do Estado de Minas Gerais, com área total de 

844.453 mil km², correspondente a 11 % do território nacional, no qual predomina o 

clima semiárido (SILVA et al., 2004; QUEIROZ, 2009). De acordo com Marengo et al. 

(2011), a precipitação média acumulada é de 600 mm/ano, com ocorrência de anos 

extremamente secos e outros chuvosos. Essa variabilidade interanual de chuvas faz 

com que a Caatinga seja um ambiente dotado de um complexo mosaico vegetacional, 

com ampla biodiversidade de fauna, flora e de micro-organismos em diferentes classes 

de solos, sendo seus solos caracterizados pela grande variabilidade entre 

profundidade, permeabilidade e diferentes topografias (PRADO, 2003; ANDRADE et 

al., 2009; SANTOS, 2016).  

Os solos do semiárido caracterizam-se ainda por serem susceptíveis à 

erosão/desertificação e/ou baixa disponibilidade de absorção de água (RIBEIRO et al., 

2009). Essas propriedades distintas alteram a constituição da comunidade fúngica do 

solo que é afetada diretamente por diferentes características físicas e químicas, 

incluindo pH, temperatura, carbono disponível e nitrogênio, sendo esse um dos motivos 

para que a microbiota edáfica seja considerada como indicadora de impactos 

ambientais (FLIEBACH et al., 2007; ABARENKOV et al., 2010; STERKENBURG et al., 

2015).  

A diversidade de micro-organismos em um ambiente desempenha papel 

fundamental nos processos biogeoquímicos (KENNEDY, 1999). A composição e a 

atividade desses micro-organismos podem indicar quão bem um ecossistema está 

funcionando e/ou a capacidade de recuperação causada por distúrbios abióticos. Por 

isso, os solos são ambientes complexos e considerados um dos principais 

reservatórios da diversidade biológica do planeta, sendo estimado que em um grama 

de solo pode conter 10 bilhões de microrganismos e mais de 10.000 genomas 

(TORSVIK et al., 1998; BRIDGE & SPOONER, 2001; ROSSELÓ-MORA & AMANN, 

2001; ROBE et al., 2003; MUELLER & SCHMIT, 2007; MARON et al., 2011). No 

entanto, apesar da importância desse complexo ecossistema ainda há uma lacuna 

quanto à utilização de técnicas que determinem com exatidão a composição da 

comunidade de fungos, em especial de fungos micorrízicos arbusculares (FMA), que 
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desempenham importante papel na composição das comunidades vegetais, pois 

podem funcionar como biofertilizantes, biocontroladores e biorreguladores (SIQUEIRA 

E KLAUBERG-FILHO, 2000). Entretanto, para o entendimento da funcionalidade dos 

FMA, técnicas mais precisas de caracterização dos táxons são necessárias, visto que 

comumente a identificação das espécies é realizada pela caracterização morfológica 

dos esporos (MARON et al., 2011; RAJENDHARAN & GUNASEKARAN, 2008; 

SCHOLOSS & HANDELSMAN, 2003).  

Devido a essa limitação, há pouco mais de três décadas foram introduzidas 

novas técnicas baseadas em análises moleculares, que proporcionaram maior 

conhecimento sobre micro-organismos não cultiváveis em meio de cultura (PAN et al., 

2010; DELMONT et al., 2011; MARON et al., 2011). Dessa forma, foram desenvolvidos 

vários protocolos manuais e kits comerciais de extração de DNA de solo que 

favoreceram o conhecimento mais amplo sobre as comunidades microbianas e 

identificação de novas espécies, podendo o DNA ser extraído diretamente ou 

indiretamente do solo, de forma que  a lise pode ocorrer na presença de partículas do 

solo ou pela separação do solo antes da lise, respectivamente (ROBE, 2003; GABOR 

et al., 2003). Young et al. (2014) relataram que a extração direta tem rendimentos mais 

altos e um menor potencial de contaminação devido a diminuição nas etapas de 

prepação que utilizam principíos químicos (por exemplo, NaCl, SDS), térmicos (por 

exemplo, proteinase K, lisozima) e mecânicos para rompimento celular por meio de 

“bead-beating” (MORE et al., 1994; KOWALCHUK et al., 1998; PICARD et al., 2000), 

ou combinações, seguidos da purificação do extrato que pode ser realizada por  

métodos diversos (ROBE, 2003; GABOR et al., 2003). 

De acordo com Frotergard et al. (1999) e Kserk e Wellington (1999) os métodos 

de extração direta de DNA podem sofrer variação quanto à sua  eficiência a depender 

de fatores como: tipo de solo, lise celular e sorção de DNA nas partículas do solo, com 

adição de pH, matéria orgânica, conteúdo de argila e silte, o que tem sido 

rotineiramente relatado na literatura (ZHOU et al., 1996; ROOSE-AMSALEG et al., 

2001; FORTIN et al., 2004; LAKAY et al., 2007). Neste contexto, o objetivo deste 

trabalho foi comparar diferentes métodos de extração de DNA de amostras de solo 

visando selecionar o método mais eficiente para o estudo de comunidades de fungos 

micorrízicos arbusculares (FMA) em diferentes classes de solos representativos da 

Caatinga.  
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Caatinga e Solos do Semiárido 

 

A Caatinga é um bioma exclusivamente brasileiro caracterizado por apresentar 

forte insolação, temperaturas altas e regime de chuvas escasso, apresentando dois 

períodos distintos: uma longa estiagem que dura cerca de sete a nove meses; e um 

período curto chuvoso com duração de três a cinco meses, que refletem sobre as 

formações vegetais e dos solos, pois a água é o principal agente de intemperismo 

(SILVA et al., 2010; ANDRADE et al., 2010; LIMA, 2011). 

A variabilidade espacial e temporal da chuva e a baixa retenção da água em 

solos da Caatinga sugerem uma correlação entre os tipos de vegetação encontradas 

de acordo com a profundidade, permeabilidade do solo e topografia (FERRAZ, 2013; 

PRADO, 2003). Assim, comumente pode se encontrar em solos da Caatinga 

características como: suscetibilidade à erosão/desertificação; baixa retenção de água; 

e textura franco-siltosa nos horizontes O e A. Além disso, baixos teores de carbono 

orgânico; presença de transição abrupta, com aumento textural próxima à superfície e 

baixa condutividade hídrica; elevada saturação por sódio, alto grau de dispersão da 

fração argila, alta densidade do solo e pequena profundidade relativa (RIBEIRO et al., 

2009). 

Apesar de compartilharem algumas características em comum, são encontrados 

cerca de 15 tipos de solos distintos na região do semiárido (JACOMINE, 2002). Porém, 

Salcedo e Sampaio (2008) apontaram que cinco classes de solos (Latossolos, 

Argissolos, Neossolos, Luvissolos e Planossolos) cobrem cerca de 80 % das áreas sob 

Caatinga, embora estejam espacialmente fracionados. Desta forma, os solos que se 

destacam em termos de expressão geográfica são os Latossolos, Luvissolos, 

Planossolos, Argissolos e Neossolo. Em baixas proporções, estão os Nitossolos, 

Chernosolos, Cambissolo, Vertissolo e Plintosolos (ARAUJO FILHO, 2011). Nos 

ambientes onde predominam a Caatinga hipoxerófila ocorrem com frequência os solos 

Planossolos, Neossolos Regolíticos, Neossolos Litólicos, Luvissolos e alguns 

Argissolos e Cambissolos. Porém, em ambiente de Caatinga de Várzea predominam 
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solos profundos, com alta saturação por bases, das classes dos Neossolos flúvicos e 

Cambissolos flúvicos (Embrapa, 2012). 

A maior parte dos solos da Caatinga está exposta a forte insolação e elevado 

déficit hídrico, tornando as propriedades físicas, químicas e biológicas altamente 

dependentes da matéria orgânica do solo, pois a sua estrutura é mantida pela 

agregação das partículas minerais e orgânicas, mas também fúngicas, em especial os 

Fungos Micorrízicos Arbusculares (FMA), que contribuem com o crescimento das hifas 

e secreção de substâncias, como a glomalina, para o processo de estabilização e 

formação dos agregados do solo. Sendo esse um dos motivos para que o carbono 

orgânico e os FMA sejam indicativos de qualidade do solo (ARAUJO et al., 2008; 

NOBRE, 2014; CORADO NETO et al., 2015). Além disso, mudanças no ambiente e 

manejo do solo causam alterações no número de propágulos (PAGANO et al., 2011; 

MELLO et al., 2012), fato que indiretamente pode afetar a agregação e estabilidade do 

solo.  

Andrade et al. (2006) denominaram a dinâmica dos ecossistemas do semiárido 

como "pulsos de reserva", devido a sazonalidade e variabilidade, fato que contribui 

para a manutenção da diversidade edáfica nos ambientes da Caatinga, que está 

diretamente relacionada a precipitação pluviométrica, reservas de água no solo e 

crescimento da vegetação. Assim, os organismos tem um sistema de adaptação, que 

permitem sua sobrevivência frente à escassez hídrica, de alimento e elevadas 

temperaturas do solo (OLIVEIRA e SOUTO, 2011). 

 

2.1.2. Solo e a comunidade microbiana 

 

O solo é um ecossistema indispensável para a manutenção da vida na Terra. As 

comunidades microbianas presentes nele são responsáveis por regular diversas 

funções ecológicas de extrema importância, as quais são conhecidas como Funções de 

Suporte a Vida (FSV). Tais funções incluem: a decomposição da Matéria Orgânica 

(M.O.), a produção do húmus, a ciclagem de nutrientes, melhoria na agregação do 

solo, decomposição de xenobióticos, controle biológico, além de serem fonte para 

engenharia genética (SCHLOTER et al., 2018). Por outro lado, estas comunidades 

podem ser influenciadas pela umidade do ar, conteúdo de água do solo e precipitação 

pluviométrica de forma direta ou indireta, pois estes organismos são constituídos por 
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cerca de 70 a 90 % de água, necessitando desses elementos para manter suas 

atividades (DANTAS et al., 2009). 

As comunidades microbianas do solo podem ser agrupadas de acordo com os seus 

tamanhos. A macrofauna é a fração correspondente aos organismos com dimensões 

maiores que 10 mm, a exemplo das minhocas, cupins e formigas. A mesofauna 

corresponde a organismos entre 0,2 e 10 mm de tamanho, como os ácaros e 

colêmbolas, por exemplo. A microfauna consiste em organismos menores que 0,2 mm, 

como os nematoides e protozoários. Acrescentam-se ainda os micro-organismos 

caracterizados por não serem capazes de formar tecido verdadeiro (MADIGAN et al., 

2016). A estimativa das densidades populacionais e biomassa dos principais 

representantes dos grupos de organismos classificados por tamanho podem ser 

verificados na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Estimativa de densidades populacionais e biomassa dos principais 

representantes dos grupos de organismos presentes no ambiente edáfico de acordo 

com a classificação de tamanho proposta por Madigan et al., (2016). 

Grupo Biomassa (g) Densidade (nº) 

Micro-organismos 

  Bactérias 50 1E+14 

Fungos 100 1E+11 

Algas 1 1E+10 

Microfauna (<0,2mm) 

  Protozoários 9 1E+10 

Nematóides 10 1E+07 

Mesofauna (0,2-10mm) 

  Ácaros 1 1E+05 

Colêmbolas 0,6 1E+04 

Enquitríqueos 

 

1E+04 

Macrofauna (>10mm) 

  Minhocas 50 1E+02 

Cupins 4 1E+03 

Formigas 0,5 1E+03 

Coleópteros 2,5 1E+02 

Arachnida 0,5 1E+01 

Myriapoda 1,5 1E+01 
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Considerando a dimensão destes organismos, os solos abrigam uma grande 

diversidade intra ou interespecífica. Tal diversidade é um importante fator, pois sua 

complexidade implica diretamente na estabilidade ecológica. A complexidade biológica 

é resultante da coexistência de interações e, portanto, garante relações diversas. 

Acrescenta-se ainda, que as limitações bióticas e abióticas contrabalanceiam a 

multiplicação do crescimento populacional, promovendo o autocontrole da densidade 

populacional e gerando equilíbrio (SEUFERT, 2019). 

A diversidade pode ser considerada tanto em níveis fenotípicos quanto genotípicos. 

Em termos fenotípicos são avaliados os descritores morfológicos, enquanto nos 

genotípicos são avaliadas as diferenças nos materiais genéticos dos organismos. 

Estima-se que de 0,5 a 1 % dos micro-organismos presentes no solo sejam capazes de 

crescer in vitro através de técnicas de cultivo em meio de cultura. Uma vez que o 

conhecimento da diversidade morfológica depende em sua maioria de isolamento e 

cultivo do micro-organismo, estas técnicas possuem limitações que vão desde a 

dificuldade de desalojar as células até o estabelecimento de condições ótimas de 

cultivo (LAMBAIS et al., 2005). Tais técnicas restringem o acesso pleno à diversidade 

biológica das comunidades presentes no solo. Estima-se que em apenas 1 g de solo 

existam mais de 1013 genes, sendo 106 distintos entre si, o que evidencia a diversidade 

genética e redundância funcional no ambiente edáfico, bem como a carência de 

estudos que consigam acessar profundamente essa diversidade biológica (SCHLOSS 

& HANDELSMAN, 2006). 

 

2.1.3. Detecção de Fungos Micorrízicos Arbusculares no solo 

 

Fungos são micro-organismos pertencentes ao domínio Eukarya e com 

participação significativa em termos de densidade e número de células no solo, 

perdendo apenas para o domínio Bacteria (Figura 1). Estes eucariotos são os principais 

decompositores da matéria orgânica do solo e desempenham um papel de suma 

importância, a formação do húmus. Além disso, são os principais responsáveis pela 

ciclagem de nutrientes, participando ativamente da fertilidade do solo.  
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Figura 1. Domínios organizados de acordo com o tipo de rRNA presente nas subunidades ribossomais 

dos organismos. Fonte: MADIGAN et al., (2016). 

 

Algumas espécies fúngicas podem estabelecer relação de simbiose mutualística 

com as raízes de plantas, interação conhecida como associação micorrízica. Os 

Fungos Micorrízicos (FM) representam cerca de 10 % das espécies fúngicas 

identificadas (BRADY, 2013). A etimologia da palavra micorriza quer dizer “fungos de 

raíz”, isso porque essa associação cria uma extensão da raiz por meio das hifas 

fúngicas. Os FM podem ser do tipo: Endomicorrizas (arbusculares, ericoides e 

orquidóides), Ectomicorrizas e Ectoendomicorrizas (arbutoides e monotropoides), 

destes, as endomicorrizas arbusculares são as mais estudadas (LEWIS, 2016). 

Os Fungos Micorrízicos Arbusculares (FMA) pertencem à divisão 

Glomeromycota e são capazes de realizar associação com mais 90 % das plantas 

terrestres (KISTNER & PARNISKE, 2002). Os FMAs associam-se simbioticamente às 

raízes das plantas (Figura 2), que fornecem aos fungos compostos de carbono e 

lipídeo, em contrapartida, os FMAs beneficiam as plantas, proporcionando maior 

absorção de nutrientes e água, além de promover retenção de umidade, agregação e 

estabilidade do solo (SOUZA et al., 2008; SMITH & SMITH, 2012; JIANG et al., 2017). 

Estas características são especialmente importantes em solos com altos teores de 

areia, como a classe Neossolo. Nesses solos, as hifas fúngicas exercem efeito físico de 
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união das partículas e, ainda, secretam polissacarídeos que atuam ativamente na 

agregação do solo ou estimulam bactérias produtoras de agentes cimentantes 

(SIQUEIRA et al., 1994), fato que auxilia na diminuição da suscetibilidade dos solos à 

erosão, porém, podem ser afetados pelos manejos intensivos e inadequados do solo 

levando a redução de algumas espécies de FMA (SIQUEIRA et al., 1989). 

 

 

 

Figura 2. Processo de colonização e estabelecimento da simbiose entre FMA e planta. Fonte: OLDROYD, 

(2013).  

 

No bioma Caatinga sugere-se que os FMAs exercem papel importante no 

estabelecimento e manutenção da vegetação, constituindo um possível mecanismo de 

adaptação de plantas e solos com restrição de nutrientes (MELLO et al., 2012; SOUSA 

et al., 2013). Embora os FMA tenham ampla distribuição na Caatinga e o papel que 

estes fungos podem desempenhar seja importante, ainda há uma lacuna quanto à 

utilização de técnicas que determinem com exatidão a composição da comunidade de 

FMA, a qual tem sido rotineiramente realizada a partir da caracterização morfológica 

(MARON et al., 2011; RAJENDHARAN & GUNASEKARAN, 2008; SCHOLOSS & 

HANDELSMAN, 2003). Atualmente, as espécies de FMA descritas são baseadas na 

análise de isolados que apresentam alta similaridade. Porém, em vários casos a 

análise de características morfológicas é ineficiente para a caracterização em nível de 

espécie (NOVAIS et al. 2010), considerando que a identificação dos táxons é baseada 

nas características estruturais dos esporos.  

Devido a essa limitação, há  pouco mais de três décadas, foram introduzidas 

novas técnicas baseadas em análises moleculares, que proporcionaram maior 

conhecimento sobre micro-organismos não cultiváveis em meio de cultura (PAN et al., 

2010; DELMONT et al., 2011; MARON et al., 2011). Estudos moleculares envolvendo o 

sequenciamento do rDNA (DNA ribossomal) em pesquisas envolvendo FMAs vêm 

facilitando a identificação e têm contribuindo para a expansão do conhecimento sobre 
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diversidade e diferenças entre isolados de uma mesma espécie (AVIO et al. 2009). 

Devido à importância ecológica dos FMAs, é imprescindível ter uma técnica padrão que 

distinga e identifique espécies que tenham aplicabilidade na agricultura. Portanto, a 

utilização de técnicas moleculares pode ser útil para esclarecer a identidade e 

variabilidade de FMAs no bioma Caatinga. 

 

2.1.4. Distribuição de FMA na Caatinga 

 

A divisão Glomeromycota é constituída por cerca de 305 espécies de FMA 

reconhecidas (GOTO & JOBIM, 2019), representando baixa diversidade para um grupo 

fúngico que tem registros fósseis de 400 milhões de anos atrás (DOZTLER et al., 2006; 

2009; KRINGS et al., 2007). Estes fungos são amplamente distribuídos nos 

ecossistemas e considerados essenciais para o sucesso evolutivo das plantas 

terrestres (KARANDASHOV & BUCHER, 2005; BUSCOT, 2015). 

Na Caatinga, os FMAs colonizaram cerca de 87 % das plantas, com percentuais, 

em geral, inferiores a 50 % conforme relatado ppor MAIA et al. (2010). Segundo 

Marinho (2018) já foram registradas 144 espécies na Caatinga, o que representa 32,7 

% das espécies descritas no mundo e 69,4 % das espécies descritas no Brasil. Embora 

a ocorrência de FMA seja relativamente documentada neste bioma, poucos trabalhos 

indicam a classe de solo onde os fungos são encontrados, conforme indicado na 

Tabela 2. 

Yano-Melo et al. (1997) avaliaram quatro diferentes áreas de produção de 

banana irrigada na região do Vale do São Francisco com o intuito de registrar FMAs 

associados a cultura. Neste estudo, foram avaliadas duas classes de solo distintas, 

sendo o Vertissolo a classe que apresentou menor número de espécies de FMA, 

considerando que em Latossolo foram encontradas 14 espécies com uma média de 

seis espécies por área. 

Na região de Xingó, AL, que tem predominância de solos da classe Planossolo, 

24 táxons de FMA foram registrados, com maior representatividade de Acaulosporacea 

e Glomaceae (atualmente com representantes em Glomeraceae e 

Claroideoglomeraceae) (Souza et al., 2003). Alberquerque (2008) verificou a ocorrência 

de 29 espécies de FMAs em três áreas da Caatinga, demonstrando diferenças na 

estrutura e na comunidade micorrízica entre as áreas estudadas, as quais foram 
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determinadas por fatores do solo como pH, textura, alumínio e M.O. Neste trabalho, 

maior diversidade de FMA (25 táxons) foi observada em Espodossolo, seguida das 

classes Latossolo e Neossolo que apresentaram 19 táxons no total.  

 

Tabela 2. Diversidade de espécies de FMA na Caatinga em diferentes classes de solo. 

 

Área 
Nº 

Espécies 
de FMA 

Classe de 
Solo 

Região Referência 

Cultivo de banana em área 
irrigada 

5 Vertissolo Juazeiro - BA 
Yano-Melo et al. (1997) 

14 Latossolo Petrolina - PE 

Vegetação nativa 24 Planossolo Xingó - AL Souza et al. (2003) 

Vegetação nativa 

25 Espodossolo Caruaru - PE 

Albuquerque (2008) 19 Neossolo Serra talhada - PE 

19 Latossolo Araripina - PE 

Agrossistemas do 
semiárido 

16 Neossolo Patos - PB Sousa (2009) 

Caatinga não atropizada 16 Cambissolo Triunfo - PE Mello (2010) 

Mineração Gesseira 36 Latossolo Araripina - PE Mergulhão et al. (2010) 

Vegetação nativa 43 Argissolo Caruaru - PE Ferreira (2010) 

Floresta úmida 

51 Argissolo Triunfo - PE Silva (2013) Zona transicional e 
Caatinga 

Caatinga Strictu Senso, de 
Areia, Carrasco, 

Afloramento Rochoso e 
Caatingas Antropizadas 

80 Neossolo Catimbau - PE Marinho (2014) 

Pomar orgânico irrigado e 
Vegetação nativa 

23 Argissolo Trairi - CE Dantas (2015) 

Cultivo de caupi e 
Vegetação nativa 

60 Latossolo Petrolina - PE Pontes et al. (2017) 

Caatinga costeira 30 Neossolo CLBI - RN Lima (2018) 

Cultivo de Fabaceae e 
Poaceae 

16 Neossolo Areia - PB Sosa (2019) 

 

 

Sousa (2009) e Sosa (2019) avaliaram a diversidade e ocorrência dos FMAs no 

semiárido Paraíbano e apesar de avaliarem áreas distintas, mas na mesma classe de 
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solo (Neossolo), encontraram quantidade de espécies semelhantes nas áreas de 

Caatinga estudadas. Em 2010, três trabalhos foram desenvolvidos avaliando a riqueza 

e diversidade de FMAs em área de Caatinga no estado de Pernambuco, sendo dois 

deles realizados na Caatinga nativa (MELLO et al.; FERREIRA; 2010) e o terceiro 

analisando o impacto produzido em áreas de mineração (MERGULHÃO et al., 2010), e 

em todos os estudos o gênero Glomus foi identificado como o mais abundante.  

Buscando entender a atividade (estabilidade dos ecossistemas e beneficiamento 

das plantas e solo) e diversidade de FMA em gradiente ambiental na Caatinga (edáfico 

e vegetacional), Silva (2013) identificou 51 espécies ocorrentes em solo da classe 

Argissolo, sendo demonstrada forte correlação entre o tipo de solo e vegetação, 

influenciando a composição das comunidades. Pontes et al. (2017) conduziram um 

estudo em classe de solo Argissolo em agrossistema (cultivo de feijão caupi) e 

vegetação da Caatinga e registraram a presença de 60 espécies de FMA.  

Em área de Unidade de Conservação como o Parque Nacional do Catimbau - 

PE (PARNA Catimbau), Marinho (2014) buscou determinar a diversidade / distribuição 

da comunidade de FMA, sendo a região caracterizada por apresentar solo do tipo 

Neossolo Quartzarênico, que se caracteriza por apresentar pouca retenção de 

nutrientes e água, resistência ao intemperismo e baixa capacidade de agregação de 

partículas (SOUSA, 2012), possibilitando registrar 80 táxons distribuídos em 16 

gêneros. Em dunas costeiras que apresentavam vegetação da Caatinga, foram 

identificados 30 táxons de FMA em Neossolo (LIMA, 2018). 

Na Tabela 2 observa-se que nas classes de solo Vertissolo, Cambissolo, 

Planossolo e Espodossolo apenas um trabalho foi registrado, nos quais foram 

identificados em média 5, 16, 24 e 25 espécies, respectivamente. Na classe Latossolo 

o número médio de espécies de FMA identificado foi de 23, porém, o número de 

espécies e a comunidade pode variar de acordo com as características do solo, como 

exemplo o pH, conforme observado por Maia e Trufem (1990) que verificaram a 

predominância de Glomus e Acaulospora em ampla faixa de pH (Maia & Trufem, 1990). 

Para as classes Neossolo e Argissolo este número foi superior, registrando-se 32 e 

44,25 táxons de FMA. Estes dados sugerem que potencialmente as classes de solo 

podem influenciar na diversidade e distribuição de FMA, no entanto, nem todos os 

trabalhos apresentam identificação da classificação dos solos, impossibilitando 
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aprofundar o conhecimento sobre a relação da distribuição dos FMA nas classes de 

solo representativos da Caatinga.  

 

2.2.1. Extração de DNA do solo 

 

Os estudos acerca da diversidade microbiana em solos podem ser agrupados 

em métodos dependentes e independentes de cultivo. Os métodos dependentes de 

cultivo consistem na utilização de um meio de cultura rico em nutrientes para 

isolamento de micro-organismos passíveis de cultivo. Embora tenha menor custo 

econômico, estes métodos fornecem informações superficiais acerca das comunidades 

microbianas, pois a avaliação da diversidade utilizada subestima as populações devido 

a seletividade e adaptabilidade de diferentes micro-organismos em um mesmo meio. 

Em virtude disso, as metodologias independentes de cultivo vêm sendo desenvolvidas 

cada vez mais. Dentre essas, análises que consistem na caracterização genotípica de 

regiões conservadas, como o rRNA e as regiões ITS, têm se intensificado (LAMBAIS et 

al., 2005). 

O RNA é uma molécula com características e funções distintas do DNA. RNAs 

são constituídos de uma pentose tipo ribose, diferentemente do DNA que possui 

desoxirribose, e uma base uracila no lugar da timina. Além disso, RNAs apresentam 

apenas a formação de uma fita simples. Essas moléculas são responsáveis pelo 

processo de transcrição do DNA. Entretanto, um tipo de RNA presente em ribossomos 

é responsável pelo processo de tradução – codificação do RNA em proteína – 

conhecido como RNA ribossomal (TIEDJE et al., 1999; KIRK et al., 2004; HIRSCH et 

al. 2010). O modelo da estrutura molecular das moléculas de DNA e RNA consta na 

Figura 3 desta seção. 

Os ribossomos são estruturas dotadas de duas subunidades, sendo uma delas 

menor. Procariotos apresentam as subunidades 50S e 30S e eucariotos apresentam as 

subunidades 60S e 40S. O interior dessas subunidades resguarda um material 

genético altamente conservado, por não serem afetados por Transferência Horizontal 

de Genes (THG), e presente em todos os organismos vivos. Procariotos apresentam 

um fragmento de RNA em sua subunidade 30S conhecido como 16S rRNA, enquanto 

eucariotos apresentam o 18S rRNA na subunidade 40S (KIRK et al., 2004). 
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Figura 3. A) Modelo químico da estrutura da molécula de DNA; B) Unidades e 

subunidades ribossomais de procariotos e eucariotos e seus respectivos fragmentos de 

rRNA. 

 

Técnicas baseadas no material genético dos micro-organismos do solo são cada 

vez mais consideradas como peças-chave para desvendar a “caixa preta” dos solos. O 

DNA e/ou RNA de micro-organismos pode ser extraído diretamente da amostra de 

solo, sendo assim chamado de DNA metagenômico. A partir do DNA/RNA extraído do 

solo é possível realizar análises como: Amplificação por PCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase), sequenciamento de nova geração, análises de microarranjos, entre 

outras. Para tanto, é essencial que o processo de extração do material genético seja 

eficiente de modo que possibilite acessar informações acerca das comunidades 

microbianas de forma integra (TIEDJE; ASUMING-BREMPONG; NÜSSLEIN, 1999). 

Os métodos de extração de DNA do solo podem utilizar principíos químicos, 

térmicos e mecânicos para rompimento celular por meio de batimento de esferas 

(MORE et al., 1994; KOWALCHUK et al., 1998; PICARD et al., 2000), lise usando 

detergentes (ZHOU et al., 1996) ou combinações. Porém, quando ocorre a extração e 

purificação diretamente do solo, o DNA liberado dos organismos pode ser adsorvido 

aos colóides do solo , ocorrendo uma subestimação na quantidade de DNA extraído 

(PAGET et al., 1992; ROMANOWSKI et al. 1993; LORENTZ & WACKERNAGEL, 1994; 
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WIDMER et al., 1996); de forma que os métodos devem ser avaliados em termos de 

quantidade e pureza do DNA ou RNA isolado (FROSTGARD et al., 1999, MILLER et 

al., 1999). De acordo com Plassart et al. (2012), o tipo de solo também afeta o 

rendimento do DNA extraído. Estes autores observaram diferenças de rendimento em 

dois métodos de extração (GnS-GII e ISOm), sendo a maior quantidade de DNA 

extraído de solos aráveis e calcários, enquanto a menor quantidade foi detectada em 

solos ácidos e solos arenosos com alta concentração de matéria orgânica e relação 

C:N. Outros estudos acrescentam ainda que o rendimento de DNA é dependente do 

tipo de solo, pH, matéria orgânica, conteúdo de argila e silte, visto que esses fatores 

podem influenciar também na taxa de crescimento microbiano (ZHOU et al., 1996; 

ROOSE-AMSALEG et al., 2001; FORTIN et al., 2004; LAKAY et al., 2007). Terrat et al. 

(2012), extraíram maior quantidade de DNA do solo quando estes eram provenientes 

de solos alcalinos de textura fina com alto teor de carbono orgânico, enquanto a menor 

quantidade extraída foi detectada em solos arenosos ácidos com alta relação C:N e em 

solos silte-argiloso alcalinos. Em solos mais argilosos, Martin-Laurent et al. (2001) 

obtiveram maiores rendimentos de extração e diferenças entre os valores extraídos por 

dois métodos de extração (MS Laboratório e kit da MoBio), no entanto, em solos 

arenosos, o rendimento de extração não foi afetado pelo método utilizado, sugerindo 

que o método e as propriedades do solo interferem na estimativa de DNA por grama de 

solo.  

Por outro lado, o rendimento de DNA não pode ser considerado como fator único 

de indicação de eficiência na extração uma vez que a extração de DNA ocorre 

principalmente por meio da lise das células e dos agregados (ZHOU et al., 1996; 

STACH et al., 2001) e, portanto, diferenças na estrutura da célula microbiana e 

microhabitat poderá afetar o isolamento do DNA, como também as análises de 

diversidade (PLASSART et al., 2012). Dessa forma, uma grande quantidade de DNA 

isolado não garante necessariamente maior riqueza de espécies (STACH et al., 2001).  

Variações significativas no DNA extraído através dos protocolos GnS-GII, Sy3 e 

MoBio foram observadas por Terrat et al. (2012), demonstrando que a utilização de 

métodos mais rigorosos de lise celulares como o Sy3, que inclui lise mecânica, 

química, térmica e enzimática, não garantiram grande quantidade de DNA extraído, 

possivelmente pela inadequada alteração na matriz do solo ou integridade do DNA, 

sendo o GNS-GII o protocolo que conseguiu maiores extrações. 
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2.2.2. Comparação de protocolos de extração de DNA do solo 

 

Vários protocolos foram desenvolvidos ao longo das últimas três décadas, porém 

a eficiência da extração pode variar em função dos tipos de solo. Estudos comparativos 

avaliando a eficiência dos métodos de extração e purificação do DNA do solo revelam 

que os métodos são afetados quanto à sua eficiência a depender do tipo de solo, lise 

celular e sorção de DNA nas partículas do solo (FROSTERGARD et al., 1999; KRSEK 

& WELLINGTON, 1999).  

Cullen e Hirsch (1998) descreveram um procedimento simples e rápido para a 

extração direta de DNA de solos através da técnica “bead-beating”, utilizando a solução 

tampão SDS e purificação com PVP (polivinilpolipirolidona) e obtiveram  resultados 

satisfatórios de extração e purificação em solos da Classe Luvissolo (Tabela 3).  

 

Tabela 3. Comparação entre metodologias de extração de DNA do solo. 

País/cobertura 
do solo 

Classe de 
solo 

Método de extração 
Concentração 
de DNA (µg.g-

1) 

Pureza 
(Relação de 
absorbância 

A260/280) 

Referência 

Reino Unido Luvissolo 
Hot-SDS Lysis 2,29 - 7,42 1,6 Cullen e Hirsch 

(1998) Bead Beating 7,05 - 15,4 1,7 

Nova Zelândia NI 

Kit Bio101 
1)11,2; (2)35,5; 
(3)80,3; (4)13,7 

NI 
Lloyd-Jones e 

Hunter 
(2001)*** 

Berthelet (1996) - 1min 

(1)70,0; 
(2)128,6; 
(3)174,3; 
(4)90,7 

Berthelet (1996) - 5 min 

(1)89,9; 
(2)218,8; 
(3)299,7; 
(4)103,0 

Bruce (1992) (PVP) 

(1)60,0; 
(2)97,6; 
(3)131,6; 
(4)96,0 

Bruce (1992) (QIAGEN) 
1)8,3; (2)19,3; 
(3)31,1; (4)ND 

França 

(1) Cambissolo Kit Mobio 
(1)0,19; (2)0,7; 

(3)0,47 

NI 
Martin-Laurent 

et al. (2001) 
(2) 

Espodossolo 
Kit Bio101 

(1)0,92; 
(2)0,79; (3)1,01 

(3) Cambissolo MS Laboratory 
(1)2,01; 

(2)0,97; (3)2,52 

Reino Unido NI BathE (2001) 5,64 1,26 Stach et al. 
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M. Miller (1999) 54,3 1,18 (2001) 

M. Griffiths (2000) 7,48 1,42 

M. Zhou (1996) 25,9 1,18 

Kit Ultraclean 3,4 1,31 

Brasil Latossolo 

Smalla et al. (1993) 
(o) 52,6; 
(c)94,0 

(o) 1,2; 
(c)1,1 

Rosa (2006)* 

Viestel (1995) 
(o) 76,0; 
(c)105,6 

(o) 1,2; 
(c)1,1 

Saano et al. (1995) 
(o) 25,0; 
(c)67,6 

(o) 1,3; 
(c)1,3 

Cullen e Hirsch (1998) 
(o) 26,4; 
(c)18,7 

(o) 1,2; 
(c)1,3 

Selbach (1998) 
(o) 23,4; 
(c)48,2 

(o) 1,4; 
(c)1,2 

Tsai (1999) 
(o) 50,8; 
(c)64,7 

(o) 1,1; 
(c)1,0 

Direito et al.(2001) (o) 3,4;  (c)6,2 
(o) 1,4; 
(c)1,2 

Wetcher et al. (2003) 
(o) 20,8; 
(c)26,8 

(o) 1,2; 
(c)1,2 

Método Proposto 
(o) 43,4; 
(c)44,0 

(o) 1,1; 
(c)1,1 

Kit Mobio 
(o) 55,8; 
(c)44,9 

(o) 1,0; 
(c)1,0 

Brasil NI 

Protocolo- IA 1,25 1,72 
Maciel et al. 

(2009) 
Protocolo- IB 1 1,35 

Krsek e Wellington ND ND 

França NI 

ISO 3,87 

NI 
Plassart et al. 

(2012) 
GNS-GII 19,03 

ISOm 26,26 

França NI 

GNS-GII 8,21 

NI 
Terrat et al. 

(2012) 
MOBIO 0,85 

Sy3 1,42 

Brasil NI 
Selbachm - Direito et al. 

(2001) 
480 - 245** 1,5 - 1,6 

Freitas et al. 
(2018) 

*Quantificado sem a purificação; **quantificado no espectrofotômetro; *** = testado quatro diferentes solos ; ND = Sem determinação; NI = 
NÃO INFORMADO; (o) = manejo orgânico, c ) = manejo convencional 

 

Lloyd-Jones e Hunter (2001) testaram a eficiência de três métodos de extração 

direta de DNA (Kit Mobio101, Berthelet (1996) e Bruce (1992)) em quatro diferentes 

solos da Nova Zelândia, classificados pela USDA soil taxonomy como Typic 

Endoaqualf com cultivo plantas anuais, Typic Hapludand com pasto, Typic Hapludand 

floresta de Beech e Typic Hapludalf com plantação de pinheiro, e obtiveram 

concentrações das amostras de DNA variando entre 11,2 e 299,7 µg.g-1 de solo. Os 

autores sugeriram que este resultado pode ter sido influenciado por procedimentos de 

extração, pois o método de bead- beating foi utilizado de forma bastante rigorosa e 

favoreceu a perda de DNA em solos com alta presença de argilas alofanas. Por outro 
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lado, o método de Berthelet possibilitou obtenção de maior quantidade de DNA, 

seguido pelo método de Bruce com purificação em Polivinilpolipirrolidona (PVP), ao 

contrário do kit FastDNA Bio101 que proporcionou menores quantificações nos quatros 

solos avaliados. Além disso, foi observado que fatores edáficos como carbono orgânico 

do solo (mean r = 0,97, P = 0,03) e carbono da biomassa (r = 0,96, p = 0,05) tiveram 

correlações positivas com a extração. Os autores sugeriram que solos argilosos podem 

requerer estratégias mais rigorosas de purificação visando à remoção de ácidos 

húmicos, visto que os mesmos atuam como inibidores na extração de DNA, refletindo 

no rendimento obtido.  

Martin-Laurent et al. (2001) utilizaram três solos, sendo dois Eutric calcaric 

cambisoil (de duas regiões distintas) e o Podzol para avaliar a extração do protocolo 

MS Laboratory comparada a dois kits comerciais (Mobio e FastDNA Bio101) e 

constataram que o método de extração pode afetar a estimativa de abundância e 

composição das comunidades microbianas do solo, bem como as propriedades 

inerentes ao solo podem afetar o rendimento da extração. Além disso, os autores 

observaram que o protocolo MS Laboratory apresentou melhor rendimento na extração 

de DNA em relação aos kits avaliados (Tabela 3). 

Stach et al. (2001) compararam cinco diferentes métodos de extração 

(Ultraclean® kit MoBio;  método de Bathe; método modificado de Miller et al., (1999); 

método modificado de Grifths et al., (2000); e o método modificado de Zhou et al., 

(1996)) e purificação direta de DNA em solo argiloso por quatro diferentes métodos 

(agarose em gel, cromatografia em coluna, mini-coluna da Wizard® DNA e por meio do 

método de Mendum (1999)), no qual obtiveram valores de concentração (2,91 a 4,17 

µg.g-1) e pureza (A260/280 entre 1,18 – 1,42) utilizando o Ultraclean® Kit Mobio. Em 

Latossolo, Rosa (2006) comparou dez protocolos de extração e também obteve baixo 

rendimento nas extrações realizadas.  

Direito (2001) e Rosa (2006) modificaram o protocolo de Selbach (1998), 

desenvolvido para extração de solos de clima temperado, adicionando PVP (4 %) ao 

tampão de extração Dodecil sulfato de sódio (SDS) e aumentando a concentração de 

lisozima para 20 mg/mL, respectivamente, e apesar das modificações realizadas os 

valores de pureza (A260/280) das amostras de solo classificado como Latossolo 

variaram entre 1,2 – 1,4. Recentemente, Freitas et al. (2018) também modificaram o 

protocolo de Selbach aumentando a concentração do tampão SDS para 10 % e 
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substituindo o Cloreto de Cálcio (CaCl2) por Clorofórmio-álcool isoamílico (CIA 24:1) e 

obtiveram valores de pureza (A260/280) próximos a 1,6 extraindo amostras de solos 

coletadas em Unaí – MG em dois diferentes ambientes, mata ciliar e área de plantio de 

feião. 

Maciel et al. (2009) observaram que a adição de 4,5 mL de Fenol: Clorofórmio: 

Álcool isoamílico (25:24:1) na etapa de remoção de proteínas permitiu obter valores de 

pureza (A260/280) de 1,72 no Protocol-IA em comparação ao Protocol-IB que utiliza 

Isotiocianato de guanidina no tampão de extração. No entanto, as amostras 

apresentaram concentrações muito baixas variando de 1,25 a 1 µg.g-1 de solo, sendo 

sugerido pelos autores que tal fato pode estar relacionado aos solos estarem 

contaminados com petróleo o que possivelmente diminuiu a microbiota presente no tipo 

de solo avaliado. 

Com o intuito de padronizar protocolos de extração do DNA do solo, Philippot et 

al. (2010) propuseram à Organização Internacional de Normalização (ISO) um método 

de extração direta do DNA para amostras do solo baseado no protocolo proposto por 

Martin-Laurent et al (2001). Esse método consiste na extração de DNA por meio de 

duas lises o bead beating com uso de esferas de vidros com diâmetros de 106 µm e 2 

mm (lise mecânica) e o aquecimento em banho-maria (lise térmica). 

O protocolo GNS-GII consiste principalmente na intensificação da etapa de lise 

mecânica através da adição de esferas de sílica, cerâmica e vidro ao tampão de 

extração e do uso do disruptor FastPrep. Em análises comparativas de protocolos de 

extração por métodos de bancada, Plassart et al. (2012) demonstraram que o protocolo 

GNS-GII apresentou melhor eficiência na extração em relação ao método ISO e foi 

equivalente ao ISOm quando utilizado para estudos que visavam análises de 

comunidades bacterianas e fúngicas. Por outro lado, o protocolo Sy3 possui etapas de 

lise mecânica e química, diferindo dos demais por possuir uma etapa de lise enzimática 

com proteinase K para purificação de materiais exógenos, além de etapas que utilizam 

ciclos alternados de congelamento das amostras em nitrogênio líquido e aquecimento 

em banho-maria (lise térmica) (MARON et al., 2007; TERRAT et al., 2012), as quais 

possivelmente favorecem a liberação do DNA presente na membrana plasmática dos 

fungos, que é envolvida por uma parede celular rígida.  
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2.3. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e Extração de DNA do solo 

Em 1983, Kary Mullis revolucionou a biologia molecular com o desenvolvimento 

de uma técnica capaz de amplificar de forma exponencial sequências específicas de 

DNA/RNA a partir de amostras complexas. A técnica consiste em ciclos sucessivos de 

aquecimento (desnaturação) e resfriamento (renaturação) aplicados ao DNA/RNA, 

além da utilização de reagentes que proporcionam condições adequadas de operação 

enzimática: DNA alvo, iniciadores (primers), nucleotídeos, enzima Taq Polimerase e 

MgCl2 (cofator de atuação da Taq DNA polimerase) (DORADO et al., 2019). 

A extração de DNA, purificação e amplificação são as três principais etapas 

visando à preparação de amostras para sequenciamento (POLLOCK et al. 2018). As 

impurezas por ácidos húmicos e proteínas são consideradas  como os principais 

inibidores da amplificação por PCR (SCHNEEGURT et al. 2003; SCHRADER et al. 

2012) em amostras de solo. Nesse sentido, Arbeli e Fuentes (2007) adicionaram uma 

etapa de purificação ao DNA extraído de amostras de solo pelo Kit Mobio e observaram 

que essa modificação melhorou a amplificação das amostras na PCR.  

Zielinska et al. (2016) testaram oito kits comerciais comumente utilizados em 

extrações de amostras de solo com intuito de comparar a eficiência, qualidade e  

diversidade do material genético extraído e em todos os protocolos utilizados foi 

observada a amplificação do DNA e ausência deinibidores na PCR. Porém, muitos 

estudos (FEINSTEIN et al. (2009); TERRAT et al. (2012); VISHNIVETSKAYA et al. 

(2014); WUST et al. (2016); ZIELINSKA et al., 2016) demonstram que o uso de 

métodos distintos de extração de DNA pode resultar em padrões de banda muito 

diferentes, conforme observado na figura 4. .  
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Figura 4. Esquema GEPHI apresentando o agrupamento dos kits de extração e as abundâncias 

relativas de microorganismos no nível da família no DNA de amostras obtidas com um determinado kit. A 

abundância é mostrada como cor intensa e a maior agregação de kits sugere estruturas microbianas 

semelhantes. Fonte: ZIENLINSKA et al., (2016). 

 

Dessa forma, a seleção do método de extração é uma etapa de grande importância, 

pois pode influenciar nos resultados e na sua interpretação (ZIENLINSKA et al., 2016). 

Além disso, pequenas diferenças na parede celular e nas estruturas da membrana celular 

dos microrganismos podem afetar a eficiência do protocolo de extração (CARRIGG et al., 

2007; KRSEK & WELLINGTON, 1999). Islam et al. (2012), observaram que diferentes 

protocolos de extração podem obter quantidade e qualidade variadas de DNA. Stach et al. 

(2001) realizaram PCR-SSCP (polimorfismo de conformação de fita simples) para avaliar 

a influência dos métodos de extração e purificação de DNA na diversidade de sequências 

e observaram que obter um maior rendimento na extração não implica em maior 

diversidade de sequências. Em geral, os resultados da análise molecular de comunidades 

microbianas não dependem apenas da extração de DNA, como também de fatores 

relacionados à PCR, como a seleção de “primers” específicos e da otimização de 

reagentes e condições da reação, principalmente no que se refere à concentração de 

DNA utilizada, temperatura de anelamento dos primers e qualidade da enzima Taq 

Polimerase (TSAI & OLSON, 1991; ZHOU et al., 1996; MILLER et al., 1999). 

Sequências espaçadoras transcritas internas (ITS) têm sido amplamente utilizadas para 

taxonomia molecular (REDECKER, 2000; RENKER et al., 2006) e identificação de 

comunidades fúngicas. No entanto a escolha da região alvo e o par de primers podem 
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influenciar na análise dessas comunidades (KOHOUT et al., 2014). O uso de primers ITS 

para a identificação de FMA tem demonstrado uma ampla variação entre as espécies 

(SANDERS et al., 1995 LLOYD-MACGILP et al., 1996). Simon et al. (1992) e Helgason et 

al. (1998) desenharam primers específicos para FMA, porém não conseguiram obter 

amplificação para todas as espécies do grupo (CLAPP et al., 1995; HELGASON et al., 

1999). Geel et al. (2014) avaliaram a performance de seis pares de primers específicos 

para FMA e observaram que a melhor combinação de primers (NS31 – AML2) permitiu a 

amplificação de para praticamente todas as espécies do grupo. No entanto, ainda existe 

uma grande lacuna de informações moleculares acerca da estrutura real e caracterização 

dessa comunidade microbiana, especialmente em solos da Caatinga, 

 
3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1. Amostras de solos 

 

A coleta das amostras de solo foi realizada em maio de 2019 na região do Vale do 

São Francisco (Figura 5). Foram coletadas as sete principais classes de solo ocorrentes 

na região (Latossolo, Neossolo, Cambissolo, Argissolo, Luvissolo, Planossolo e 

Vertissolo), de acordo com a classificação de Santos (2016), que representa solos da 

região do semiárido em áreas de Caatinga nativa. Sendo coletado nas dependências do 

Instituto Federal de Pernambuco (unidade Sertão) os solos Latossolo (-9.336344, -

40.697367), Luvissolo ( -9.335781, -40.693629) e Cambissolo (-9.335097, -40.693917); 

na unidade da Universidade do Vale do São Francisco foram coletado as classes 

Argissolo (Argissolo), Neossolo (-9.321063, -40,541952) e Planossolo (-9.323225, -

40.545467); e na Fazenda Ebraz Exportadora Ltda., que fica localizada em Juazeiro – BA, 

foi coletada a classe de solo Vertissolo (9.374793, -40.331437). Para cada tipo de solo 

foram coletadas três amostras compostas, formadas por três amostras simples, com uma 

profundidade de até 20 cm. As amostras foram peneiradas em peneira de < 2 mm, sendo 

retiradas alíquotas de 50 g que foram armazenadas em ultrafreezer -80 ºC até a extração 

de DNA. Para as análises químicas, os solos foram destorroados, secos a sombra e 

passados em peneiras de 5 mm. Os parâmetros físico-químicos mensurados foram: 

textura, pH, carbono orgânico total, sódio, potássio, fósforo, alumínio, cálcio e magnésio, 

de acordo com o manual de métodos de análise de solos (DONAGEMA et al., 2011).  
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Figura 5. Pontos de coleta das amostras de solos: A: Latossolo, Luvissolo e Cambissolo; B: Neossolo, 

Argissolo e Planossolo; C: Vertissolo. 

 

3.2 Análises Físicas 

 

3.2.1 Granulometria 

Para dispersão das amostras foram pesados 20 g de solo (TFSA) em um 

Erlenmeyer e adicionado 100 mL de água deionizada. Em seguida, foram adicionados 10 

mL de uma solução de hidróxido de sódio (1 mol L-1) e o volume foi completado para 150 

mL. As amostras foram agitadas por 16 horas a 50 rpm. 

Após as 16 horas no agitador, as amostras foram peneiradas em peneira de malha 

de 0,053 mm, o material retido foi lavado com água deionizada e transferido para uma 

proveta, não deixando ultrapassar o volume final de 1 L. Quando necessário, o volume da 

proveta foi completado com água deionizada até 1 L. A areia retida na peneira foi 

transferida para uma lata seca e limpa, previamente tarada e identificada.  O excesso da 

água foi eliminado e as amostras foram secas em estufa a 105 °C por 24 horas. Após a 

retirada da estufa, as amostras foram transferidas para dessecador e pesadas em 

balança semianalítica para verificar o peso da areia total. 

Para obter os valores de argila e silte,  foi medida a temperatura da sedimentação e  

as amostras foram agitadas manualmente por 1 minuto. Em seguida, foi pipetado 25 mL 

da suspensão de silte + argila em um recipiente previamente pesado e tarado, o qual foi 

colocado em estufa a 105 ºC por 24 horas. Foi aguardado o tempo de sedimentação da 

fração silte, conforme a equação de Stokes, após a agitação da primeira amostra. Após a 

sedimentação, foi inserida uma pipeta a 5 cm de profundidade e pipetado 25 mL da 

suspensão de argila. A alíquota foi transferida para um béquer seco, limpo e previamente 

tarado, o qual foi levado para secagem em estufa a 105 °C, por 24 horas. As amostras 
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foram transferidas para dessecador e pesadas em balança analítica. Nesta etapa, foi 

realizada a prova em branco para calcular o valor do dispersante. 

Os cálculos foram realizados seguindo as seguintes equações: % de areia grossa = 

(PDA - PAF) x 5; % de silte = 100 - (% de A + % de argila); % de argila = ((PA + 

dispersante) - PD) x 100 onde: PA = peso da argila; PD = peso do dispersante; PDA = 

peso das areias; PAF = peso da areia fina; A = areia. 

 

3.3 Análises Químicas 

 

3.3.1 pH em água 

A medição do pH ocorreu por meio de eletrodo combinado imerso em suspensão 

solo: líquido (água). Foi transferido 10 g de solo para um copo plástico de 50 mL. 

Adicionou-se 25 mL de água, as amostras foram agitadas com bastão de vidro por 1 

minuto e deixadas em descanso por uma hora. Antes de efetuar a leitura, as amostras 

foram agitadas brevemente para homogeneização e os eletrodos foram mergulhados na 

suspensão para a leitura do pH. 

 

3.3.2 Carbono Orgânico 

 A análise do carbono orgânico foi realizada através da oxidação da matéria 

orgânica com dicromato de potássio em meio sulfúrico e o excesso de dicromato de 

potássio foi titulado com solução padrão de sulfato ferroso amoniacal (sal de Mohr). 

Aproximadamente 10 g de solo foram pesadas, trituradas em cadinho e foi retirada uma 

alíquota de 0,5 g do solo triturado, o qual foi transferindo para um erlenmeyer de 250 mL. 

Foi adicionado 5 ml da solução de dicromato de potássio (0,0667 M) e 10 mL de ácido 

sulfúrico, esperou a solução esfriar e foi adicionado 80 mL de água e 1 mL de ácido 

fosfórico. Foram adicionadas 3 gotas da solução indicadora difenilamina. As amostras 

foram tituladas com solução de sulfato ferroso amoniacal 0,1 mol L-1 até a alteração da 

coloração (de azul para o verde). O número de mililitros gastos foi anotado e em seguida 

foi calculado o valor da matéria orgânica pela fórmula: M.O.= ((Vb - Vm) x f x 0,003 x 1,33 

x 1,724 x 1.000) / Vsolo; onde f = (40/volume do sulfato ferroso gasto na prova em 

branco); Vb = volume gasto de sulfato ferroso na prova do branco; Vm = volume titulado 

na amostra; Vsolo = volume do solo medido em cm3; 1,33 = fator de correção para 

oxidação; 1,724 = fator proposto por Van Bemmelen para converter o teor de carbono 
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orgânico em teor de matéria orgânica; 1.000 = fator de conversão de cm3 para dm3 de 

solo. 

 

3.3.3 Sódio e Potássio 

Para determinação dos teores de potássio e sódio foi realizada a extração com 

solução diluída de ácido clorídrico e posterior determinação com espectrofotometria de 

chama. Foram pesados 10 g de solo em um erlenmeyer de 200 mL e foi adicionado 100 

mL da solução de ácido clorídrico (0,05 mol L-1). O erlenmeyer foi vedado com plástico 

filme e levado para mesa agitadora para agitar várias vezes ao longo do dia. Depois da 

última agitação, as amostras ficaram em repouso overnight. O sobrenadante foi filtrado e 

avaliado para determinação dos teores de sódio e potássio em fotômetro de chama, 

utilizando amostras com ou sem diluição.  Os teores foram calculados de acordo com as 

fórmulas: Na (cmolc/kg) = L x diluição x fNa; K (cmolc/kg) = L x diluição x fK. 

  

3.3.4 Fósforo Solúvel 

A análise de fósforo solúvel foi realizada pela leitura da formação de complexo 

fósforo-molíbdico obtida após redução do molibdato com ácido ascórbico e determinado 

por EAM. Foram pesados 5 g de solo em erlenmeyer de 125 mL adicionados 50 mL de 

solução extratora (HCl 0,05 mol L-1 e H2SO4 0,0125 mol L-1). Os erlenmeyers foram 

agitados durante 5 minutos e as amostras foram deixadas para decantar overnigth. Após 

a decantação, foi pipetado 25 mL do extrato em um recipiente plástico. Foram retirados 5 

mL desse extrato e transferidos para um erlenmeyer de 125 ml, adicionou-se 10 ml de 

solução ácida de molibdato de amônio diluída e aproximadamente 30 mg de ácido 

ascórbico em pó, como redutor. As amostras foram agitadas manualmente de 1 a 2 

minutos e incubadas em temperatura ambiente por uma hora até o desenvolvimento da 

cor azul para posteriormente fazer a leitura da densidade ótica no fotocolorímetro, usando 

filtro vermelho (comprimento de onda de 660 mµ). Os teores de fósforo foram 

determinados por meio da equação: P (g/kg) = L x  Fp x 10, onde L significa o valor da 

leitura da amostra no fotocolorímetro, Fp o coeficiente angular da curva que se obtém 

pela determinação da leitura dos padrões e o valor 10 significa a diluição que a amostra 

sofreu. 

 

3.3.5 Alumínio trocável 
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A determinação do alumínio trocável foi realizada através da extração com solução 

KCl 1 mol L-1 e determinação volumétrica com solução diluída de NaOH. Foram pesados 

7,5 g de solo em um erlenmeyer de 250 mL e foi adicionado 150 mL de uma solução de 

KCl 1 mol L-1. O erlenmeyer foi vedado com plástico filme e levado para mesa agitadora 

para agitar várias vezes ao longo do dia. Depois da última agitação, as amostras foram 

deixadas em repouso overnight.  Foi transferido 50 mL do sobrenadante para um 

erlenmeyer de 200 mL, adicionadas 3 gotas do indicador azul de bromotimol e as 

amostras foram tituladas com solução de NaOH 0,025 1 mol L-1 até a coloração verde-

azulada persistente. Os teores foram calculados de acordo com a fórmula: Al trocável 

(cmolc/kg) = mL NaOH. 

 

3.3.6 Cálcio e Magnésio 

A determinação do Cálcio e Magnésio foi realizada por meio da extração com 

solução KCl 1 mol L-1 e determinação complexiométrica em presença dos indicadores 

negro de eriochromo e murexida. Foram pesou 7,5 g de solo em um erlenmeyer de 250 

mL e adicionados 150 ml de solução de KCl 1 mol L-1. Os erlenmeyers foram vedados 

com plástico filme e levados para mesa agitadora para agitação por várias vezes ao longo 

do dia. Depois da última agitação, as amostras foram deixadas em repouso overnight. 

Foram pipetados 50 mL do sobrenadante para um erlenmeyer de 200 mL e adicionados 

6,5 mL do coquetel tampão e 4 gotas do indicador eriochrome black. As amostras foram 

tituladas imediatamente com a solução de EDTA 0,0125 mol L-1 até a alteração da 

coloração vermelho-arroxeada para azul puro ou esverdeada (com esta titulação são 

determinados conjuntamente (Ca++ e Mg++). O volume de EDTA utilizado foi anotado 

para determinação da quantidade de Cálcio e Magnésio presentes nas amostras foi 

calculada conforme a fórmula: Ca + Mg (cmolc/kg) = mL EDTA. 

 

3.4. Extração de DNA 

 

 As extrações de DNA foram realizadas nos Laboratórios de Microbiologia (Univasf) 

e de Biotecnologia (Embrapa Semiárido) utilizando aproximadamente 0,5 gramas de solo 

e cinco métodos distintos:1) Kit MOBIO (Power Soil Isolation Kit®); 2) GnS-GII; 3) ISOm 4) 

Sy3; e 5) SELm, conforme pode ser observado na Figura 6. O método da MOBIO, GnS-

GII, ISOm e SELm são baseados em lises mecânicas (bead-beating) e químicas. Por sua 
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vez, o Sy3 baseia-se em uma combinação de lises mecânicas, químicas (SDS), térmicas 

(ciclo de congelamento e descongelamento) e enzimáticas (proteinase K) de células.  

 

 

Figura 6. Fluxograma de execução dos protocolos manuais de extração de DNA utilizados. 

 

1) Kit MOBIO – A extração com o Kit da MOBIO foi realizada conforme as 

recomendações do fabricante, com as seguintes modificações: (1) Adição de uma etapa 

de lise térmica e aumento no tempo de lise mecânica e agitação das amostras em vórtex, 

favorecendo a lise celular e liberação do DNA; (2) Adição de mais uma etapa de lavagem 

das amostras em solução de etanol visando retirar contaminantes; (3) Redução do volume 

da solução de eluição para 60 µl, resgate do eluato e adição à membrana da coluna, 
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auxiliando na remoção de resíduos de DNA ainda aderidos à membrana e aumentando a 

concentração das amostras. 

 

2) GnS-GII - Este protocolo foi desenvolvido pela GenoSol 

(http://www.dijon.inra.fr/plateforme_genosol) e neste trabalho foram realizadas pequenas 

modificações no protocolo original, conforme descrição posterior. As amostras de solo 

foram pesadas em tubos de 2 mL, foram adicionadas dez esferas de aço de 2 mm de 

diâmetro e 1 mL de uma solução tampão contendo Tris 100 mM (pH 8,0), EDTA 100 mM 

(pH 8,0), NaCl 100 mM e dodecil sulfato de sódio 2% (p/v). As amostras foram 

homogeneizadas rapidamente em vórtex e inseridas em um Disruptor L-Beader 24 

(Loccus Biotecnologia®) para promover a lise mecânica utilizando quatro ciclos de 

agitação por 20 segundos com velocidade de 5 m/s, com intervalos de descanso de 20 

segundos entre cada ciclo.. Posteriormente, as amostras foram incubadas em banho-

maria por 30 minutos a 70 ºC e centrifugadas a 7.000 xg por 5 minutos a 20 ºC. Os 

sobrenadantes foram coletados e transferidos para novos tubos de 2 mL, sendo 

adicionado acetato de potássio 3 M (pH 5,5) ao equivalente a 1/10 do volume de 

sobrenadante retirado. As amostras foram incubadas por 10 minutos em freezer (-20 ºC) e 

centrifugadas a 14.000 xg por 5 minutos a 4 ºC. Os sobrenadantes foram transferidos 

para novos tubos de 1,5 mL, foi adicionado um volume de isopropanol gelado e realizada 

nova centrifugação a 14.000 xg por 5 minutos a 4ºC. Por fim, os sobrenadantes foram 

descartando-se os “pellets” foram lavados com etanol 70 % e os DNAs foram 

ressuspendidos em 50 microlitros de água ultrapura.  

 

3) ISOm - O protocolo ISO foi descrito por Martin-Laurent et al. (2001) e a etapa de lise foi 

modificada por Plassart et al. (2012) eneste trabalho foram realizadas pequenas 

modificações no protocolo original, conforme descrição posterior. As amostras de solo 

foram pesadas em tubos de 2 mL, foram adicionadas dez esferas de aço de 2 mm de 

diâmetro e 1 mL de uma solução tampão contendo Tris 100 mM (pH 8,0), 100 mM EDTA 

(pH 8,0), 100 mM NaCl, 2 % (p/v) polivinilpirrolidona (40 g/mol) e 2 % (p/v) de dodecil 

sulfato de sódioAs amostras foram homogeneizadas rapidamente em vórtex e inseridas 

em um Disruptor L-Beader 24 (Loccus Biotecnologia®) para promover a lise mecânica 

utilizando quatro ciclos de agitação por 20 segundos com velocidade de 5 m/s, com 

intervalos de descanso de 20 segundos entre cada ciclo. Posteriormente, as amostras 
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foram incubadas em banho-maria por 30 minutos a 70 ºC e centrifugadas a 7.000 x g por 

5 minutos a 20 ºC. Os sobrenadantes foram coletados e transferidos para novos tubos de 

2 mL, sendo adicionado acetato de potássio 3 M (pH 5,5) equivalente a 1/10 do volume de 

sobrenadante retirado. As amostras foram incubadas por 10 minutos em freezer (-20 ºC) e 

centrifugadas a 14.000 xg por 5 minutos a 4 ºC. Os sobrenadantes foram transferidos 

para novos tubos de 1,5 mL, foi adicionado um volume de isopropanol gelado e realizada 

nova centrifugação a 14.000 xg por 5 minutos a 4 ºC. Por fim, os sobrenadantes foram 

descartados, os “pellets” foram lavados com etanol 70 % e os DNAs foram 

ressuspendidos em 50 microlitros de água ultrapura.  

 

4) Sy3 – O protocolo Sy3 foi otimizado por Maron et al. (2005) e neste trabalho foram 

realizadas pequenas modificações no protocolo original, conforme descrição posterior. As 

amostras de solo foram pesadas em tubos de 2 mL, foram adicionadas dez esferas de 

aço de 2 mm de diâmetro e 1 mL de uma solução tampão contendo Tris 100 mM (pH 8,0), 

EDTA 100 mM (pH 8,0), NaCl 100 mM e dodecil sulfato de sódio 2% (p/v). As amostras 

foram homogeneizadas rapidamente em vórtex e inseridas em um Disruptor L-Beader 24 

(Loccus Biotecnologia®) para promover a lise mecânica utilizando quatro ciclos de 

agitação por 20 segundos com velocidade de 5 m/s, com intervalos de descanso de 20 

segundos entre cada ciclo. Para etapa de lise enzimática, foram adicionados 20 

microlitros de proteinase K (20 mg.ml-1, SIGMA) por amostra. As amostras foram 

homogeneizadas em vortéx por 15 segundos, e levadas ao banho-maria por 30 minutos a 

37 ºC, e em seguida, por 30 minutos a 70 ºC, com homogeneização em vórtex a cada 15 

minutos. Na etapa de lise térmica, as amostras foram incubadas três vezes por 30 

segundos em nitrogênio líquido (-172 ºC) e em água fervida (100 ºC) alternadamente, 

sendo posteriormente centrifugadas a 7.000 xg por 5 minutos a 4 ºC. Os sobrenadantes 

foram coletados e transferidos para novos tubos de 2 mL, sendo adicionado acetato de 

potássio 3 M (pH 5,5) equivalente a 1/10 do volume de sobrenadante retirado. As 

amostras foram incubadas por 10 minutos em freezer (-20 ºC) e centrifugadas a 14.000 xg 

por 5 minutos a 4 ºC. Os sobrenadantes foram transferidos para um novo tubo de 1,5 mL, 

foi adicionado um volume de isopropanol gelado e realizada nova centrifugação a 14.000 

xg por 5 minutos a 4 ºC. Por fim, os sobrenadantes foram descartados, os “pellets” foram 

lavados com etanol 70 % e os DNAs foram ressuspendidos em 50 microlitros de água 

ultrapura.  
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5) SELBACHm (SELm) - O procedimento foi descrito por Selbach (1998), modificado por 

Rosa (2006) e Freitas et al. (2018) neste trabalho foram realizadas várias modificações no 

protocolo original, conforme descrição posterior. As amostras de solo foram pesadas em 

tubos de 2 mL, foram adicionadas dez esferas de aço de 2 mm de diâmetro e 1 mL de 

uma solução tampão contendo apenas 10 % de dodecil sulfato de sódio (p/v). As 

amostras foram homogeneizadas rapidamente em vórtex e inseridas em um Disruptor L-

Beader 24 (Loccus Biotecnologia®) para promover a lise mecânica utilizando quatro ciclos 

de agitação por 20 segundos com velocidade de 5 m/s, com intervalos de descanso de 20 

segundos entre cada ciclo. Posteriormente, as amostras foram incubadas em banho-

maria por 30 minutos a 70 ºC e centrifugadas a 7.000 xg por 5 minutos a 20 ºC. Os 

sobrenadantes foram coletados, transferidos para novos tubos de 2 mL, foi adicionado um 

volume de CIA (24:1) e as amostras foram centrifugadas a 14.000 xg por 5 minutos a 4 

ºC. Esta etapa foi realizada por duas vezes. Os sobrenadantes foram novamente 

coletados, transferidos para novos tubos de 2 mL e foi adicionado NaCl (5M) equivalente 

a 1/10 do volume de sobrenadante retirado e dois volumes de etanol 95 %. As amostras 

foram incubadas por 30 minutos em freezer (-20 ºC) e centrifugadas a 10.000 xg por 15 

minutos a 4 ºC. Por fim, os sobrenadantes foram descartados, os “pellets” foram lavados 

com etanol 70 % e os DNAs foram ressuspendidos em 50 microlitros de água ultrapura.  

 

3.5. Purificação 

 

 As amostras extraídas pelos métodos manuais foram submetidas a uma etapa de 

purificação utilizando a coluna do PCR Purification Kit (CELLCO, DPK-1065), conforme 

etapas propostas pelo fabricante: 1) Preparação da amostra padrão; 2) Ativação da 

coluna; 3) Carregamento da coluna; 4) Lavagem da coluna; 5) Eluição; visando à retirada 

de contaminantes como ácidos húmicos e restos celulares (proteínas, polissacarídeos e 

ácidos graxos) que podem prejudicar a determinação da concentração, pureza e 

amplificação do DNA genômico através da PCR. 

 

3.6. Avaliação da qualidade e quantificação das amostras de DNA 
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Após a etapa de purificação, as amostras foram avaliadas quanto a sua integridade 

por eletroforese em gel de agarose 1 % corado com Brometo de etídio em corrida 

realizada a 80 V, 100 mA por aproximadamente 60 minutos. Posteriormente, as amostras 

foram quantificadas em espectrofotômetro NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific) e 

fluorímetro Qubit® (Life Technologies) para determinação da pureza e concentrações, 

respectivamente. Por fim, os DNAs foram armazenados em ultrafreezer -80 ºC. 

 

3.7. PCR quantitativa em Tempo Real (qPCR) 

 

As reações de qPCR foram realizadas em equipamento LineGene 9660 modelo 

FQD-96A (Bioer®), utilizando triplicatas técnicas e sistema de detecção SYBR Green, 

seguindo as seguintes condições: desnaturação inicial de 95 ºC por 2 minutos, seguida 

por 40 ciclos de 95 ºC por 15 segundos e 60 ºC por um minuto. As curvas de melting 

foram analisadas em 65 – 95 ºC por 20 minutos após os 40 ciclos. Dois pares de primers 

foram selecionados na literatura visando amplificação para fungos (ITS4/ITS86F; White et 

al. (1990) e Rezácová et al. (2016)) e para FMA (NS31/AML2; Simon et al. (1992), Lee et 

al. (2008) e Van Geel et al. (2014)). As reações foram realizadas contendo 5 µl do 

GoTaq® qPCR Master Mix 2x (Promega), 1 µl de um bulk de DNA genômico (10 ng/µl) 

composto por triplicatas biológicas coletadas em cada solo, 1 µl de cada par de primer (5 

µM) e 3 µl de água ultrapura, em um volume final de 10 µl. 

 

3.8. Análises estatísticas 

 

As variáveis analisadas (características físico-químicas, quantidade e pureza do 

DNA) foram submetidas à análise de variância, e quando significativas, foram 

comparadas por teste de médias a 5 % de probabilidade. A análise de permutação 

multivariada (PERMANOVA) foi realizada no software Statistica visando verificar se houve 

efeito dos parâmetros físico-químicos do solo sobre o rendimento (quantidade e pureza) 

do DNA. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Análises das características físico-químicas dos solos testados 

 Os resultados das análises químicas e granulométricas das classes de solos 

testadas são apresentados nas Tabelas 4 e 5. Foram observadas algumas diferenças 

entre as classes de solos, especialmente quanto ao pH, potássio (K+), matéria orgânica 

(M.O.), fósforo (P) e cálcio e magnésio (Ca+Mg). Porém, não houve diferença significativa 

com relação ao sódio (Na+) e ao alumínio (Al+3). 

 

Tabela 4. Caracterização química de diferentes classes de solos com vegetação 
nativa da Caatinga. 

  
 

  
pH 

Na+ K+ Al+3 Ca+Mg P M.O. 

.--------------- cmolc dm-3 ------------------ (mg.dm- ³) (g/kg) 

Neossolos 5,44 c 11,0 a 3,7 c 0,10 a 2,88 d 7,30 c 1,39 b 

Planossolos 5,46 c 8,7 a 9,0 bc 0,22 a 3,68 cd 10,07 c 2,08 ab 

Latossolos 5,52 d 8,7 a 11,7 bc 0,10 a 6,98 ab 9,77 c 2,73 ab 

Argissolos 5,88 b 8,0 a 3,7 c 0,08 a 6,84 bc 60,40 a 3,47 ab 

Cambissolos 5,93 b 15,0 a 20,7 b 0,05 a 10,66 a 8,57 c 3,25 ab 

Luvissolos 6,00 b 10,3 a 21,0 b 0,05 a 9,57 ab 21,43 bc 3,81 ab 

Vertissolos 7,02 a 13,7 a 53,0 a 0,05 a 2,89 d 50,90 a 4,14 a 

** médias seguidas de letras iguais na coluna não diferiram significativamente pelo teste de Tukey a 5%. 
 

 

A classe Vertissolo apresentou pH mais alto, enquanto que os menores valores 

foram verificados em Planossolo e Neossolo. Da mesma forma, os maiores teores de K+ 

foram observados em Vertissolo, que diferiu significativamente das demais classes de 

solo. Vale destacar que os menores valores foram encontrados em Argissolo e Neossolo, 

que não diferiram estatisticamente dos Planossolos e Latossolos. O Vertissolo também 

apresentou maior teor de M.O., diferindo estatisticamente do Neossolo, porém sem diferir 

das demais classes.  

Os maiores valores de P foram encontrados nas classes Argissolo e Vertissolo, 

sendo o menor valor encontrado na classe Neossolo, que não diferiu estatisticamente das 

demais. Apesar da grande diferença entre as classes Vertissolo e Neossolo nas 

características químicas e físicas (Tabela 4 e Tabela 5), as mesmas não diferiram 

estatisticamente na concentração de Cálcio e Magnésio do solo.  
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Tabela 5. Características físicas das classes de solo com vegetação nativa da Caatinga no 

sertão pernambucano.  

   

 Classes de Solo Areia(%) Silte(%) Argila(%) Textura 

Neossolos 91,87 a 1,13 c 7,37 c Areia 

Argissolos 88,97 ab 1,93 c 9,10 c Areia Franca 

Planossolos 75,39 bc 13,94 ab 10,67 c Franco Arenoso 

Cambissolos 69,61 c 13,86 ab 16,53 bc Franco Arenoso 

Luvissolos 68,95 c 13,92 ab 17,13 bc Franco Arenoso 

Latossolos 66,97 c 7,94 bc 25,10 ab Franco Argilo Arenoso 

Vertissolos 50,62 d 19,81 a 29,57 a Franco Argilo Arenoso 

** médias seguidas de letras iguais na coluna não diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%. 

 

As características texturais descritas na Tabela 5 demonstraram que as classes 

Neossolo, Argissolo e Planossolo tiveram maiores percentuais de areia (>75 %), enquanto 

o Vertissolo e o Latossolo foram os solos que apresentaram maior teor de argila, sendo 

classificados como Franco Argilo Arenoso, de acordo com o triângulo da textura do solo 

(FAO, 2006).  

 

4.2. Comparação da eficiência das técnicas de extração de DNA dos solos testados 

 As classes Argissolo, Planossolo e Neossolo não apresentaram diferença 

estatística em relação à concentração de DNA quando comparado os protocolos de 

extração, indicando a possibilidade de utilizar qualquer um dos métodos testados.  

Nas classes Cambissolo, Vertissolo, Latossolo e Luvissolo, o método MoBio 

permitiu extrair maior concentração de DNA, principalmente em Cambissolo e Vertissolo, 

nos quais o rendimento obtido foi 100 % superior aos demais métodos testados (Tabela 

6). Para a classe Latossolo, o método que proporcionou menor concentração de DNA foi 

o ISOm, embora tenha diferido estatisticamente apenas do protocolo da MoBIO (Tabela 

6). 
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Tabela 6. Concentração de DNA (ng/µL) obtida em diferentes protocolos de extração em 

função da classe de solo. 
 

 Classes de solo MoBiO ISOm Selbach GNS-GII Sy3 

Vertissolos 84,53 aA 33,47 aB 35,19 aB 22,25 aB 15,58 aB 
Latossolos 30,00 bcdA 6,09 bB 9,91 bAB 14,89 aAB 19,76 aAB 
Cambissolos 43,27 bA 7,37 bB 20,83 abB 7,97 aB 8,27 aB 
Neossolos 11,73 dA 2,57 bA 6,09 bA 4,85 aA 10,85 aA 
Luvissolos 37,87 bcA 6,01 bB 17,30 abAB 2,36 aB 4,33 aB 
Argissolos 15,77 cdA 1,67 bA 8,00 bA 1,65 aA 1,43 aA 
Planossolos 11,73 dA 3,49 bA 5,13 bA 1,20 aA 3,19 aA 
**Médias seguidas por letras iguais, minúsculas na coluna e maiúsculas na linha, não diferiram 
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 %. 

 

 Não houve diferença significativa na concentração de DNA extraído entre as 

classes de solo utilizando os protocolos GNS-GII e Sy3. Com o uso do protocolo ISOm foi 

observado que o Vertissolo foi a classe com maior concentração de DNA, diferindo 

estatistcamente das demais classes, que não diferiram entre si. O uso do kit da MoBiO 

possibilitou a obtenção de maior concentração de DNA em todas as classes de solo, 

destacando que o maior valor foi obtido na classe Vertissolo, que extraiu quase duas 

vezes mais que a concentração verificada em Cambissolo. As menores concentrações 

foram obtidas nas classes Neossolo e Planossolo. O método de Selbach possibilitou a 

extração com maior concentração de DNA em Vertissolo, sendo os menores valores 

observados nas classes Argissolo, Latossolo, Neossolo e Planossolo. 

 

Tabela 7. Pureza do DNA (A260/280) em função do método de extração e tipo de solo com 

vegetação nativa da Caatinga. 

 Classes de solo MoBiO ISOm Selbach GNS-GII Sy3 Média 

Neossolos 1,89 a 1,42 a 1,55 bc 1,36 ab 1,45 ab 1,536 b 
Planossolos 1,87 a 1,35 a 1,66 ab 1,34 b 1,34 bc 1,512 bc 
Latossolos 1,88 a 1,47 a 1,73 a 1,57 a 1,51 a 1,631 a 
Luvissolos 1,88 a 1,39 a 1,62 ab 1,33 b 1,35 bc 1,513 b 
Argissolos 1,85 a 1,32 a 1,34 d 1,30 b 1,29 c 1,418 c 
Cambissolos 1,87 a 1,40 a 1,66 ab 1,38 ab 1,36 abc 1,533 b 
Vertissolos 1,87 a 1,39 a 1,48 cd 1,43 ab 1,38 abc 1,510 bc 
Valor médio 1,87 A 1,39 C 1,57 B 1,38 C 1,38 C  

**Médias seguidas de letras iguais na coluna não diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 %. 

 

No que se refere à pureza, o método da MoBio apresentou valores adequados 

(A260/280 entre 1,8 e 2,0) para todas as classes de solo avaliadas (Tabela 7). Para os 

demais protocolos, apenas o Selbach possibilitou a obtenção de amostras mais próximas 

à pureza recomendada, especificamente nas classes Latossolo, Luvissolo e Planossolo, 
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enquanto os demais métodos (ISOm, GNS-II e Sy3) não foram eficientes na exclusão de 

contaminantes e apresentaram valores de pureza insatisfatórios (Tabela 7).  

 

 

Figura 7. Aspecto geral das amostras de DNA obtidas nos protocolos GNS-II e ISOm sem 

purificação. Legenda: 1 – Luvissolo; 2 – Cambissolo; 3 – Vertissolo; 4 – Latossolo; 5 – 

Planossolo; 6 – Neossolo; 7 – Argissolo.  

 

Na classe Latossolo foi possível obter amostras mais próximas da pureza 

recomendada nos cinco protocolos testados, enquanto que na classe Argissolo foram 

verificados os menores valores (Tabela 8), o que pode ser observado na Figura 7 e 8 

que demonstram que, mesmo após a etapa de purificação, alguns solos continuaram a 

exibir DNA com coloração escura, indicativa da presença de contaminantes. 
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Figura 8. Aspecto geral das amostras de DNA obtidas nos protocolos GNS-II, ISOm e 

SY3 após a etapa de purificação. Legenda: 1 – Luvissolo; 2 – Cambissolo; 3 – Vertissolo; 

4 – Latossolo; 5 – Planossolo; 6 – Neossolo; 7 – Argissolo.  

 

Entretanto, na visualização do DNA em gel de agarose com brometo de etídio 

(EtBr), os métodos manuais Selbach e ISOm obtiveram bandas bem definidas, enquanto 

que Sy3 e GnS-GII ocorreu um arraste de DNA, o que possivelmente pode ser uma 

interferência por RNA  (Figura 9). 
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Figura 9. Detecção de DNA em gel de agarose: a) método Sy3; b) método 

Selbach; c) método GnS-GII; e d) método ISOm. 

 

4.3. Características físico-químicas x extração DNA 

 Foram observadas correlações positivas entre os protocolos testados e as 

propriedades químicas e físicas do solo. As correlações positivas mais evidenciadas 

foram verificadas no pH (p < 0,05, r = 0,611173), K+ (p < 0,05, r = 0,610280), Ca e Mg (p < 

0,05, r = 0,416506), M.O. (p < 0,05, r = 0,273058), Silte (p < 0,05, r = 0,444250) e Argila (p 

< 0,005, r = 0,741979), além de correlação negativa com a percentual de areia (p < 0,005, 

r = -0,615262), conforme valores médios das correlações significativas de todos os 

métodos (Tabela 8). 

O pH do solo influenciou a extração de DNA, visto que, solos mais básicos 

possibilitaram obter maiores concentrações de DNA, destacando-se o Vertissolo que 

apresentou concentrações mais altas em todos os protocolos testados. Apenas o 

protocolo Sy3 não apresentou correlação significativa com o pH (Tabela 8).  
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De forma geral, os solos mais ácidos foram menos eficientes na extração, com 

exceção da classe Latossolo que apesar de apresentar valor de pH mais baixo isso não 

ocorreu (Tabela 8). Os protocolos GNS-GII e Sy3 não diferiram estatisticamente no que 

se refere à concentração de DNA obtida nas diferentes classes de solo (Tabela 8). 

Similarmente, a concentração de K+ correlacionou-se significativamente com as 

concentrações de DNA, com exceção de SY3 (Tabela 8). Observa-se que os maiores 

teores de K+ encontrados em Vertissolos, Cambissolos e Luvissolos relacionam-se com 

um maior rendimento na extração, tanto no Kit da Mobio quanto no método Selbach 

(Tabela 8). 

 

 Tabela 8. Correlação entre os protocolos testados e as características físico-químicas 
dos solos amostrados. 
 

Protocolo pH K+ Ca+Mg M.O. Na Areia Argila Silte 

MOBIO 0,8708 0,8851 0,5906 0,5769 NS -0,7985 0,7497 0,6408 
ISOm 0,8170 0,8387 0,5565 NS NS -0,7568 0,7239 0,5941 
GNS-GII 0,4949 0,4594 NS NS 0,5216 -0,5959 0,7523 NS 
SY3 NS NS NS NS NS -0,4329 0,6463 NS 
SELBACH 0,6697 0,5901 0,4367 0,4533 NS -0,4921 NS 0,4742 

*correlação a significância de p < 0,05. NS = Não significativo. 

 

A concentração de Ca e Mg teve correlação positiva com a extração realizada com 

o Kit da Mobio e com os protocolos ISOm e Selbach, sendo a média dos protocolos 

significativas (r = 0,5279), o que demonstra que a saturação por base influencia de 

alguma forma a extração de DNA. Por sua vez, apesar de ter diferido significativamente 

entre as classes de solo, o fósforo não apresentou correlação significativa com a extração 

de DNA. No entanto, a quantidade de fósforo influenciou diretamente na purificação do 

método do Selbach, apresentado correlação linear negativa (r = -0,743046, p < 0,05). Os 

solos que apresentaram maior teor de P interferiram na etapa de purificação, como 

verificado nas classes Vertissolo e Argissolo (Tabela 8). Por sua vez, a concentração de 

K+ teve correlação significativa com a eficiência na extração do Kit da Mobio e com os 

protocolos ISOm, GNS-GII e Selbach, com maior teor de K+  observado nas classes 

Vertissolo, Cambissolo e Luvissolo (Tabela 4).  

O Vertissolo foi a classe com maior concentração de matéria orgânica e de DNA 

isolado nos protocolos MoBio, ISOm e Selbach, porém, apresentou correlação positiva 

apenas com o Kit da MoBio e com o protocolo de Selbach (Tabela 8). Os teores de Na 
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encontrados nas classes de solo não diferiram significativamente (Tabela 4) mas houve 

correlação positiva com a extração do protocolo GNS-GII (Tabela 9).  

 Com relação às propriedades físicas foram observadas diferenças estatísticas 

entre as classes de solo estudadas, fato esperado devido a grande variabilidade das 

classes. Os percentuais de areia tiveram correlação negativa com a extração de DNA em 

todos os protocolos testados, sendo a menor correlação verificada com o protocolo Sy3. 

Em contraste, o percentual de Argila teve correlação positiva com todos os protocolos 

testados, exceto Selbach. Por sua vez, o percentual de Silte correlacionou-se com as 

extrações realizadas pelo Kit MoBiO, ISOm e Selbach.  

 

Tabela 9. Comparação entre protocolos de extração de DNA de solo e estimativa de 

tempo de processamento, investimento para a aquisição de reagentes e em etapas de 

purificação. 

Protocolos Tempo Custo de Extração (R$) Purificação (R$) Total (R$) 

Mobio 1 h e 30 min 31,00  -  31,00  

ISOm 4 h 2,52   5,00  7,52  

GNS-GII 4 h 2,30   5,00   7,30  

Selbach 3 h  4,07   5,00   9,07  

Sy3 4h e 30 min  5,46   5,00   10,46  

 

Comparando os protocolos de extração de DNA de solo com a relação aos custos, 

o kit da Mobio foi o mais oneroso. No entanto, é o protocolo com menos tempo de 

execução na extração e purificação, pois não é necessário o preparo de reagentes. Além 

disso, esse protocolo já inclui etapas de purificação durante sua execução. Entre os 

métodos de bancada, o Selbach foi o protocolo com o menor tempo de execução, uma 

vez que necessita apenas do preparo da solução tampão (SDS 10 %), além de possibilitar 

a obtenção de sobrenadantes e pellets mais incolores (Figura 10), o que corroborou com 

os valores de pureza apresentado na Tabela 7. Todavia, entre os protocolos de bancada, 

o Sy3 foi o que teve o custo mais alto e o maior tempo de execução devido a ter mais 

etapas de lise (Figura 6). 
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Figura 10. Aspecto geral das amostras de DNA obtidas no protocolo Selbach após a 

etapa de purificação. Legenda: 1 – Luvissolo; 2 – Cambissolo; 3 – Vertissolo; 4 – 

Latossolo; 5 – Planossolo; 6 – Neossolo; 7 – Argissolo. 

 

Em relação a todas as etapas detalhadas da extração, uma ordem de 

exequibilidade (incluindo custo, rapidez, rendimento e pureza) pode ser deduzida da 

seguinte forma: MOBIO > Selbach >ISOm = GnS-GII > Sy3.  

 

4.4. PCR quantitativa em Tempo Real (qPCR) 

As reações de qPCR realizadas com as amostras obtidas com o Kit MoBiO 

possibilitaram a amplificação do DNA do solo para os dois pares de primers (ITS4/ITS86F 

e NS31/AML2) testados e em todas as classes de solos avaliadas, com Cqs variando 

entre 8,31 e 15,49 para ITS4/ITS86F e de 15,77 a 21,77 para NS31/AML2 (Figuras 11 e 

12). Por sua vez, com o método Selbach foi observada amplificação do DNA do solo em 

cinco classes (Cambissolo, Latossolo, Neossolo, Planossolo e Vertissolo) para o primer 

ITS4/ITS86F e em seis classes (Cambissolo, Latossolo, Luvissolo, Neossolo, Planossolo 

e Vertissolo) para o primer NS31/AML2 (Figuras 11 e 12). Os Cqs obtidos nas amostras 

de solo com o primer ITS4/ITS86F variaram de 14,03 a 38,01 e de 20,20 a 35,51 para 

NS31/AML2.  
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As classes Latossolo e Planossolo se destacaram entre as demais no que se refere 

ao padrão de amplificação observado com o primer ITS4/ITS86F (Figura 11), sendo 

similar ao obtido com o Kit MoBiO, corroborando ao verificado na pureza (Tabela 8) e 

sugerindo que este método pode ser igualmente indicado para extrações de DNA 

oriundas desses tipos de solo. Adicionalmente, as classes Cambissolo e Vertissolo 

também demonstraram padrão similar ao MoBiO quando utilizado o primer NS31/AML2 

(Figura 12), o que pode estar relacionado ao bom rendimento do método nas extrações, 

embora apresente pureza abaixo do padrão recomendado (Tabelas 7 e 8). Em contraste, 

as amostras de DNA da classe Argissolo não foram detectadas nos dois pares de primers 

testados com o método Selbach (Figura 12), refletindo possivelmente os valores baixos 

obtidos quanto ao rendimento e pureza das amostras (Tabelas 7 e 8). 
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Figura 11. Detecção de amostras de DNA de sete classes de solos da Caatinga por PCR quantitativa em 
tempo real (qPCR) utilizando o primer ITS4/ITS86F e dois métodos de extração (Kit Mobio e Método 
Selbach). 
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Figura 12. Detecção de amostras de DNA de sete classes de solos da Caatinga por PCR quantitativa em 
tempo real (qPCR) utilizando o primer NS31/AML2 e dois métodos de extração (Kit Mobio e Método 
Selbach). 
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5. DISCUSSÃO 

 

Este trabalho comparou cinco diferentes métodos de extração direta de DNA do solo em 

sete classes de solos representativos da Caatinga, sendo observadas variações 

significativas nas extrações realizadas no que se refere aos protocolos e classes de solo 

analisadas. A maioria dos estudos conduzidos até o momento avalia, em geral, apenas 

um tipo de solo, de modo que os métodos de extração não podem ser facilmente 

comparados em diferentes estudos (YOUNG et al., 2014).  

A extração realizada com o kit da MoBio foi mais eficiente que os demais nas 

classes Cambissolo, Latossolo, Luvissolo e Vertissolo; enquanto que nas classes 

Argissolo, Neossolo e Planossolo não houve diferença estatística entre os métodos 

testados. Este resultado difere dos verificados por Terrat et al. (2012), que obtiveram 

melhores quantificações de DNA nos protocolos GnS-GII, Sy3 e MoBiO (Tabela 03), 

respectivamente. 

Martin-Laurent (2011) comparou o kit da MoBio com a extração pelo método MS 

laboratório obtendo concentrações de DNA significativamente maiores no método MS 

laboratório em relação ao MoBio em Cambissolos calcáricos eutricos. No entanto, as 

extrações com solos arenosos não diferiram quanto ao método de extração utilizado, 

corraborando aos resultados obtidos neste trabalho onde foi observado que os solos 

(Neossolo, Argissolo e Planossolo) com maior percentual de areia não apresentaram 

diferenças significativas entre os protocolos testados. Esses resultados reforçam o que foi 

apontado por Marstorp et al. (2000), Martin-Laurent (2011) e Dequiedt et al. (2011) que 

sugeriram que a quantidade de DNA isolada por grama de solo está relacionada com o 

método de extração utilizado e de propriedades dos solos como: textura, carbono 

orgânico e pH. Além disso, as características dos solos podem influenciar também a taxa 

de crescimento microbiano ou a formação de agregados dos hospedeiros dos micro-

organismos (ZHOU et al., 1996; ROOSE-AMSALEG et al., 2001; STACH et al., 2001; 

FORTIN et al., 2004; LAKAY et al., 2007). 

Foram verificadas correlações positivas entre os protocolos testados e as 

propriedades químicas e físicas do solo como pH, K+, Ca e Mg, M.O., silte e argila e 

correlação negativa com a percentual de areia (Tabela 8). Jonas e Hunter (2001), 

avaliando dois protocolos de bancada e um kit de extração, observaram que o rendimento 
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de DNA foi influenciado pelo tipo de solo, e correlacionado positivamente com Carbono 

orgânico do solo (mean r = 0,97, P = 0,03) e carbono da biomassa (r = 0,96, p = 0,05). 

Plassart et al. (2012), avaliaram os protocolos GNS-GII, ISOm e ISO em diferentes 

tipos de solo, obtendo maiores concentrações de DNA em solos alcalinos que em solos 

ácidos, mesmo quando os solos apresentavam alta concentração de matéria orgânica. 

Estas diferenças foram claramente observadas nos protocolos GnS-GII e ISOm, cujo 

rendimento de DNA foi muito inferior em solos ácidos. Apesar de não haver diferença 

significativa nas extrações de DNA realizadas com os protocolos GNS-GII e ISOm neste 

estudo, observou-se que em solos mais ácidos, o rendimento da extração foi afetado, ao 

passo que em solos com pH neutro, como na classe Vertissolo, foram obtidas as maiores 

concentrações de DNA. Entretanto, o rendimento de DNA não é o único fator indicativo de 

eficiência na extração, pois concentrações altas não significam necessariamente que as 

amostras estão aptas para outras aplicações, como reações de PCR ou sequenciamento, 

por exemplo, sendo fundamental a análise de integridade e pureza (ZHOU et al., 1996; 

STACH et al., 2001).  

A etapa de avaliação da pureza das amostras demonstrou que apesar do 

Vertissolo exibir as maiores concentrações de DNA na maioria dos métodos de extração 

testados, essa classe de solo apresentou valores de pureza abaixo do padrão 

recomendado, exceto na extração realizada com o kit da MoBiO (Tabela 7). Tal fato pode 

ser explicado pelas características químicas da classe Vertissolo, que tem a presença de 

argilas expansivas do grupo esmectita com alta CTC e colóides com cargas elétricas 

capazes de adsorver as moléculas de DNA, o que favorece sua adesão às partículas do 

solo e/ou na M.O. durante a etapa de lise celular e purificação e resulta em menor 

eficiência na extração de DNA (VOLOSSIOUK et al. 1995; FROSTEGARD et al., 1999; 

FORTIN et al., 2004). 

Zhou et al (1996) e Stach et al. (2001) afirmaram que a extração de DNA do solo 

ocorre principalmente por meio da lise celular dos agregados, e, portanto, diferenças na 

estrutura da célula microbiana e micro-habitat poderão afetar a extração de DNA, assim 

como as análises de diversidade, pois, a atividade da biomassa microbiana do solo está 

diretamente relacionada à quantidade e qualidade do carbono e outros nutrientes 

disponíveis através de resíduos de plantas, insumos orgânicos e exsudatos da raiz 

(MARTYNIUK & WAGNER, 1978; ADAMS & LAUGHLIN, 1981; POWLSON et al., 1987; 

FRASER et al., 1988) e constituição física do solo (DORAN, 1987). 
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Alguns métodos foram desenvolvidos para serem mais rigorosos nas etapas de lise 

com intuito de aumentar a concentração de DNA independente da comunidade 

microbiana. Porém, este trabalho obteve resultados semelhantes ao de Terrat et al. 

(2012) que apesar de utilizarem o protocolo de extração Sy3, considerado mais rigoroso 

com relação a lise, pois inclui etapas mecânicas, químicas, térmicas e enzimáticas, não 

obtiveram maiores concentrações de DNA. Isso possivelmente foi verificado devido a 

alteração na integridade do DNA uma vez que pode ter ocorrido a quebra de fragmentos 

menores que são adsorvidos facilmente por partículas do solo, ocasionada provavelmente 

pela etapa de bead beating que resulta em uma fragmentação mais severa do DNA 

(CRESSWELL et al., 1991; CEBOLLA et al., 1995; KUSKE et al., 1998; MORE et al., 

1994; OLIVIER & LORIA, 1998).  

Uma das fases críticas da extração de DNA direta do solo é a separação do DNA 

das substâncias húmicas, macromoléculas ácidas, sendo observado neste trabalho que o 

Kit da Mobio e o método de Selbach foram os que permitiram os melhores valores de 

purificação, o que pode estar relacionado a etapas de lise mais eficientes e/ou menor 

fragmentação do DNA. O protocolo Selbach utiliza como tampão de lise a solução de SDS 

a 10 % enquanto que os protocolos GNS-GII e Sy3 utilizam um tampão de lise composto 

por Tris, EDTA, NaCl, e SDS 2 %, além de PVP 2 %, especificamente para o ISOm. Rosa 

(2006) afirmou que o tampão inicial é uma das etapas mais importantes da extração e 

pode melhorar consideravelmente o rendimento das amostras de DNA. Krsek e 

Wellington (2001) relataram que a lise utilizando apenas o SDS em conjunto com o “bead 

beating” garantiu maior rendimento nas extrações de DNA realizadas em seu estudo.  

As etapas de remoção de proteínas e precipitação do DNA também são 

fundamentais para garantir a eficiência das extrações, e em geral, são utilizados solventes 

orgânicos (fenol-clorofórmio-álcool isoamílico) para separar o ácido nucléico alvo de 

lipídeos, proteínas e polissacarídeos retidos na fase orgânica e a adição de álcool 

(isopropanol ou etanol) e sal (NaCl, Acetato de sódio ou Acetato de potássio) visando a 

precipitação do DNA, respectivamente. Os protocolos GNS-GII e ISOm não incluem a 

etapa de adição de solvente orgânico para remoção de proteínas enquanto que o Sy3 

inclui adicionalmente uma etapa de lise enzimática (adição de proteinase K). Por sua vez, 

o método de Selbach utiliza clorofórmio-álcool isoamílico e NaCl, sendo observado neste 

trabalho que essas etapas do protocolo Selbach favoreceram consideravelmente as 

extrações das amostras de solo quanto a pureza.   
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No que se refere às reações de qPCR, apenas as amostras de solo extraídas pelo 

Kit MoBiO e método Selbach amplificaram nos dois pares de primers testados, o que 

provavelmente está relacionado aos valores de pureza obtidos para essas amostras 

(Tabela 7) e sugere que esses protocolos foram eficientes na remoção de substâncias 

húmicas e outros contaminantes/inibidores que interferem na PCR. Zhou et al. (2001) 

relataram que extrações de DNA de solo sempre resultam em coextração de ácidos 

húmicos, que são possíveis inibidores da Taq DNA polimerase (SMALLA et al. 1993, TSAI 

e OLSON, 1992).  

Apesar das tentativas de padronização dos protocolos de extração de DNA do solo 

e do desenvolvimento de kits comerciais específicos ainda há uma lacuna a ser explorada 

devido à ineficiência dos métodos em determinados tipos de solo. A utilização de kits 

possui vantagens quanto ao risco de contaminação, pois as soluções já estão prontas 

para uso, além de menor tempo de execução do protocolo e principalmente, por 

possibilitar amostras mais puras devido ao uso de colunas. No entanto, a maior limitação 

dos kits comerciais está relacionada aos custos altos, especialmente no que se refere a 

amostras de difícil extração, a exemplo de amostras de solo (Tabela 9). Com isso, este 

trabalho ressalta a importância do desenvolvimento de metodologias alternativas de baixo 

custo e que visem atender às peculiaridades dos diferentes tipos de solo de forma a 

possibilitar maior eficiência e qualidade na extração de amostras de DNA direcionadas 

para estudos moleculares de comunidades microbianas. Nesse caso, o método Selbach 

constitui um possível protocolo de extração com baixo custo para as amostras de solos da 

Caatinga, visto que foi possível amplificar o DNA de quase todas as classes de solo por 

PCR em tempo real.   
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6 CONCLUSÕES GERAIS 

   

1) Este trabalho é pioneiro em comparar protocolos de extração de DNA de solo (kits 

comerciais e métodos manuais) em diferentes classes de solos da Caatinga; 

 

2) A extração de DNA dos solos representativos da Caatinga foi influenciada pelo tipo de 

solo e suas características físico-químicas tendo como correlação positiva o pH, K+, 

Ca+Mg, Na, Argila e Silte; e correlação negativa com o percentual de Areia;  

 

3) Nos protocolos que obtiveram valores de pureza (A260/280) abaixo de 1,40 não foi 

possível amplificar o DNA das amostras de nenhum tipo de solo analisado utilizando os 

dois pares de primers selecionados, o que possivelmente ocorreu devido a presença de 

contaminantes como ácidos húmicos e proteínas que interferem na PCR;  

 

4) O kit comercial da Mobio foi o que obteve melhores quantificações e valores de 

purificação, sendo o mais recomendado para amostras de solos da Caatinga onde não se 

tenha conhecimento sobre os tipos ou suas características físico-químicas;  

 

5) O método Selbach pode ser sugerido como uma opção de protocolo de extração nas 

classes de solo Latossolo, Planossolo, Vertissolo e Cambissolo, por se destacar entre os 

demais protocolos manuais exibindo concentrações e valores de purificação semelhantes 

ao Kit Mobio e por ser um método alternativo de baixo custo e de bom rendimento; 

 

6) Sugere-se ainda que o protocolo Selbach seja otimizado com intuito de melhorar a 

purificação das amostras nas outras classes de solo e a detecção do DNA extraído na 

PCR. 
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APÊNDICES  

 

 

- Análise fatorial no Rstudio Váriavel Pureza 

------------------------------------------------------------------------ 

Legenda: 

FATOR 1:  Protocolo  

FATOR 2:  Tipo de Solo  

------------------------------------------------------------------------ 

 

 

Quadro da análise de variância 

------------------------------------------------------------------------ 

                                      GL     SQ      QM           Fc          Pr>Fc 

Protocolo                        4     3.8118  0.95295 130.729 0.000000 

Tipo de Solo                   6     0.3506 0.05843   8.015    0.000001 

Protocolo*Tipo de Solo  24   0.2578 0.01074   1.474     0.107183 

Residuo                          70   0.5103 0.00729                  

Total                               104 4.9305                          

------------------------------------------------------------------------ 

CV = 5.61 % 



 

 

 

 

 

 

 

- Análise Fatorial no Rstudio Váriavel quantidade de DNA na Extração 

 

------------------------------------------------------------------------ 

Quadro da análise de variância 

------------------------------------------------------------------------ 

                                        GL    SQ      QM         Fc             Pr>Fc 

Protocolo                          4     10152  2537.   97 30.1764 0.00000000 

Tipo de Solo                     6    11797  1966.24 23.3786     0.00000000 

Protocolo*Tipo de Solo   24    6167  256.95  3.0552         0.00014895 

Residuo                          70    5887   84.10                    

Total                              104    34003                            

------------------------------------------------------------------------ 

CV = 61.84 % 

----------------------------------------------------------------------- 

 

 

Interação significativa: desdobrando a interação 

------------------------------------------------------------------------ 



 

 

 

Desdobrando Protocolo dentro de cada nível de Tipo de Solo  

------------------------------------------------------------------------ 

------------------------------------------------------------------------ 

Quadro da análise de variância 

------------------------------------------------------------------------ 

                                               GL         SQ         QM               Fc       Pr.Fc 

Tipo de Solo                            6 11797.4267  1966.23779  23.3786     0 

Protocolo:Tipo de Solo AR     4   472.6831     118.17078    1.4051       0.2413 

Protocolo:Tipo de Solo CA     4  2861.0283    715.25707    8.5044       0 

Protocolo:Tipo de Solo LA     4  1039.7925     259.94813    3.0908       0.0211 

Protocolo:Tipo de Solo LU    4  2617.6840     654.42101     7.7811       0 

Protocolo:Tipo de Solo NE    4   186.1072     46.52679        0.5532       0.6973 

Protocolo:Tipo de Solo PL    4   309.1452     77.28629         0.9189       0.4579 

Protocolo:Tipo de Solo VE    4  8832.2814    2208.07036     26.254       0 

Residuo                               70  5887.2989    84.10427                

Total                                   104 34003.4473  326.95622                

------------------------------------------------------------------------ 

 

 

 

 

Desdobrando Tipo de Solo dentro de cada nível de Protocolo  



 

 

------------------------------------------------------------------------ 

------------------------------------------------------------------------ 

Quadro da análise de variância 

------------------------------------------------------------------------ 

                                               GL           SQ               QM                Fc             Pr.Fc 

Protocolo                                 4      10151.8689      2537.96722   30.1764        0 

Tipo de Solo:Protocolo G        6      1136.2208       189.37014      2.2516          0.0481 

Tipo de Solo:Protocolo I         6       2229.9411       371.65686      4.419            8e-04 

Tipo de Solo:Protocolo M       6       11676.8765     1946.14608    23.1397        0 

Tipo de Solo:Protocolo S        6       828.0092         138.00153     1.6408           0.1489 

Tipo de Solo:Protocolo SE      6      2093.2319        348.87199     4.1481           0.0013 

Residuo                                  70     5887.2989        84.10427                

Total                                     104     34003.4473      326.95622                

------------------------------------------------------------------------ 

 

 

 

------------------------------------------------------------------------ 

Quadro da análise de variância pH 

------------------------------------------------------------------------ 

                     GL     SQ              QM      Fc          Pr>Fc 

Tratamento    6      5.3820    0.89700    69.87   1.2512e-09 

Residuo        14     0.1797    0.01284                  



 

 

Total             20     5.5617                          

------------------------------------------------------------------------ 

CV = 1.92 % 

 

------------------------------------------------------------------------ 

Quadro da análise de variância Na 

------------------------------------------------------------------------ 

                         GL       SQ         QM        Fc          Pr>Fc 

Tratamento        6       129.14   21.524   1.4304     0.27118 

Residuo            14      210.67   15.048                

Total                 20      339.81                       

------------------------------------------------------------------------ 

CV = 36.04 % 

 

------------------------------------------------------------------------ 

Quadro da análise de variância K+ 

------------------------------------------------------------------------ 

                       GL     SQ     QM     Fc        Pr>Fc 

Tratamento     6 5314.6 885.76 34.383 1.3443e-07 

Residuo          14  360.7  25.76                   

Total               20 5675.2                          

------------------------------------------------------------------------ 

CV = 28.96 % 



 

 

 

 

------------------------------------------------------------------------ 

Quadro da análise de variância Al3+ 

------------------------------------------------------------------------ 

                      GL       SQ                 QM         Fc            Pr>Fc 

Tratamento     6     0.067381    0.0112302   2.0963       0.1191 

Residuo         14    0.075000    0.0053571               

Total              20    0.142381                         

------------------------------------------------------------------------ 

CV = 74.98 % 

 

------------------------------------------------------------------------ 

Quadro da análise de variância M.O. 

------------------------------------------------------------------------ 

                     GL     SQ      QM     Fc    Pr>Fc 

Tratamento    6 17.169 2.86142 3.0076 0.041979 

Residuo        14 13.319 0.95138                 

Total              20 30.488                         

------------------------------------------------------------------------ 

CV = 32.69 % 

 

------------------------------------------------------------------------ 



 

 

------------------------------------------------------------------------ 

Quadro da análise de variância P 

------------------------------------------------------------------------ 

                       GL      SQ      QM     Fc      Pr>Fc 

Tratamento  6  8906.8 1484.47 7.7472 0.00081587 

Residuo      14  2682.6  191.61                   

Total             20 11589.4                           

------------------------------------------------------------------------ 

CV = 57.53 % 

 

------------------------------------------------------------------------ 

Quadro da análise de variância Areia 

------------------------------------------------------------------------ 

                   GL     SQ            QM     Fc       Pr>Fc 

Tratamento  6      3544.4  590.74 21.272 2.7702e-06 

Residuo       14    388.8     27.77                   

Total            20   3933.2                          
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