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RESUMO 

Informações relacionadas com a diversidade microbiana em amostras ambientais são restritas, em 

função da dificuldade de isolamento de diversos micro-organismos. Métodos de isolamento 

envolvem o cultivo e, devido à impossibilidade de fornecer as condições reais encontradas em 

ambientes naturais, técnicas de Biologia Molecular vêm sendo utilizadas para a identificação e 

caracterização de populações microbianas (métodos independentes de cultivo). Destarte, o objetivo 

deste estudo foi realizar uma prospecção entre técnicas moleculares que pudessem ser utilizadas em 

amostras ambientais, comparando as técnicas qPCR e FISH, enfatizando a importância das mesmas 

para o conhecimento estrutural das comunidades microbianas, destacando as vantagens e 

desvantagens de cada técnica, bem como suas aplicações. Um estudo comparativo foi realizado, 

utilizando trabalhos publicados, a fim de reunir informações atualizadas que incentivassem o 

desenvolvimento de pesquisas e novas patentes utilizando a qPCR e a FISH para estudo da 

diversidade microbiana inexplorada, em particular de amostras ambientais. 

 

Palavras chave: qPCR. Hibridização Fluorescente in situ. Amostras Ambientais.  

 

ABSTRACT 

Information related to microbial diversity in environmental samples is restricted due to the 

difficulty of isolation of several micro-organisms. Isolation methods involve crops and because of 

the impossibility of providing the actual conditions found in natural environments, Molecular 

Biology techniques have been used to identify and characterize microbial populations (independent 

cultivation methods). Therefore, the aim of this study was to conduct a survey of molecular 

techniques that could be used in environmental samples by comparing the techniques: qPCR and 

FISH, emphasizing their importance for the structural knowledge of microbial communities, 

highlighting the advantages and disadvantages of each technique as well as their applications. A 

comparative study was conducted using published works to gather updated information that would 

encourage the development of research and new patents using qPCR and FISH to study the 

unexplored microbial diversity, especially of environmental samples. 

 

Keywords: qPCR. Fluorescent in situ Hybridization. Environmental Samples.  
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INTRODUÇÃO 

Os micro-organismos são considerados como as entidades bióticas mais numerosas e antigas, que 

colonizaram vários nichos do planeta com sucesso (OLIVEIRA; SETTE; FANTINATTI-

GARBOGGINI, 2006), porém, são poucas as informações obtidas sobre a dinâmica das 

comunidades destes seres presentes em amostras ambientais. Calcula-se que hoje sejam conhecidos 

menos de 1% e no máximo 10% das espécies microbianas presentes em amostras naturais (ZILLI et 

al., 2003). Apesar de estarem frequentemente associados a processos patológicos ou de 

deterioração, os micro-organismos são capazes de produzir substâncias químicas (bioativos) com 

grande aplicação para diversos setores, a exemplo da indústria farmacêutica, da agricultura, do meio 

ambiente, dentre outras (CONTI; GUIMARÃES; PUPO, 2012), o que torna esses agentes de grande 

valia para a indústria e, principalmente, para a Biotecnologia. 

Para o conhecimento das comunidades microbianas e suas interações, os métodos clássicos de 

cultivo são ideais (DITTAMI; EDVARDSEN, 2012), contudo, sabe-se que a quantificação dos 

micro-organismos isolados apresenta resultados divergentes quando comparada com a contagem 

direta de micro-organismos em mostras ambientais. E isso ocorre devido à dificuldade de reproduzir 

in vitro as interações microbianas naturais (TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2011). Para 

solucionar este problema, técnicas moleculares têm permitido a detecção in situ dos micro-

organismos ambientais, bem como biofilmes microbianos constituídos de várias cepas, espécies e 

gêneros em comunidades complexas (GANDRA et al., 2008; NIKOLAEV; PLAKUNOV, 2007; 

ZWIRGLMAIER, 2005), dispensando o cultivo prévio. 

Adicionalmente, a caracterização molecular e a identificação através de técnicas de clonagem e 

sequenciamento mais modernas, têm favorecido o entendimento estrutural e funcional de muitas 

comunidades microbianas, possibilitando avanços significativos para a área biotecnológica, como 

por exemplo, o biomonitoramento e a biorremediação de ambientes impactados pela ação antrópica 

(BUSS; BAPTISTA; NESSIMIAN, 2003; GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2004). 

A degradação de derivados do petróleo (SANTOS, A. F. J. et al., 2010), a utilização de indicadores 

da qualidade do solo (COSTA; SIQUEIRA, 2004; GRILO, 2009) e o tratamento de águas residuais 

(FORNEY; ZHOU; BROWN, 2004) são alguns exemplos de aplicações biotecnológicas que 

utilizam micro-organismos e/ou seus produtos para monitorar ou remediar problemas ambientais. 

Vale ressaltar que o desenvolvimento das aplicações biotecnológicas só foi possível com o 

acréscimo de informações geradas a partir de análises filogenéticas e dos elementos que compõem 

as comunidades microbianas, através das técnicas moleculares.  

De acordo com Strunk e colaboradores (2000 apud MACHADO, 2006, p. 29), a subunidade 16S do 

rRNA foi qualificada por Carl Woese e colaboradores em 1980, como um poderoso marcador 

molecular  capaz de identificar e classificar procariotos,  possibilitando a observação das primeiras 

árvores filogenéticas. Desde então, a avaliação da molécula 16S rRNA composta por 

aproximadamente 1500 nucleotídeos tornou-se o método mais utilizado em estudos filogenéticos de 

micro-organismos (COUTINHO; MILITÃO NETO; VERDE, 2006; NISHIO, 2005).  

Por outro lado, o desenvolvimento dos métodos moleculares foi impulsionado com o surgimento da 

técnica de PCR (Reação em Cadeia de Polimerase), descrita por Saiki e aprimorada por Kary Mullis 

em 1984 (MORENO, 2013). Mullis e colaboradores inovaram a técnica de PCR conferindo-lhe 

especificidade através da cópia de fragmentos de DNA, dando origem ao conceito dos primers e à 

utilização da DNA polimerase termoestável (SAIKI et al., 1988). Após a publicação dos 

experimentos que se referiam à amplificação do gene da β globina humana, na revista Methods in 

Enzymology, uma reconhecida empresa de insumos (Perkin-Elmer Cetus) comprou a patente dos 

experimentos de Mullis e, no ano de 1993, ele recebeu o prêmio Nobel de Química (SAIKI et al., 

1985; ROCHE, 2015). 
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A PCR é uma técnica que permite a amplificação do DNA ou do cDNA, in vitro e  que tem como 

princípio uma reação enzimática catalisada pela Taq DNA polimerase (COX; DOUDNA; 

O’DONNELL, 2012). A PCR apresenta algumas variações, dentre as quais se encontra a real-time 

PCR (qRT PCR), também conhecida como PCR quantitativo (qPCR), que se baseia na detecção e 

quantificação de compostos fluorescentes (fluorocromos), a exemplo de intercalantes como  SYBR® 

Green ou sondas, como a TaqMan®, e difere da PCR convencional  por monitorar o produto recém-

sintetizado ao final de cada ciclo (BUSTIN; MUELLER, 2005; GACHON; MINGAM; 

CHARRIER, 2004; OLIVEIRA, 2010).  

Em oposição às técnicas qPCR e PCR convencional, a Hibridização Fluorescente in situ ― FISH 

― permite a visualização de micro-organismos em um ambiente natural (ZWIRGLMAIER, 2005), 

dispensando, desta forma, a necessidade de cultivo, extração do DNA ou até mesmo amplificação 

dos fragmentos de nucleotídeos (NISHIO, 2010). A técnica de FISH tem como princípio a 

construção de sondas de oligonucleotídeos que complementam a região específica do rRNA no 

micro-organismo de interesse, permitindo a contagem diferencial através da contagem de células 

totais em uma amostra e das células que hibridizam com a sonda (MACHADO, 2006; ZHANG et 

al., 2010; NEVES; GUEDES, 2012).  

De acordo com Zhang e colaboradores (2010), a técnica de FISH também pode ser vinculada a 

métodos de coloração que possibilitam o acompanhamento do estado fisiológico das comunidades 

microbianas, a exemplo dos corantes Verde de Oregon e o Iodeto de Propídio. 

Diversas publicações têm sido apresentadas utilizando marcadores moleculares com propósitos 

distintos. Alguns trabalhos também descrevem a caracterização de comunidades microbianas, bem 

como a dinâmica e a funcionalidade que envolvem tais comunidades (CHAGAS JUNIOR; 

OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2009; MACHADO, 2006; SANTOS, G.O., 2011); não obstante, o 

presente trabalho tem como objetivo realizar a prospecção de técnicas moleculares que possam ser 

utilizadas para caracterizar micro-organismos ambientais e comparar as técnicas moleculares (qPCR 

e FISH), destacando a importância de cada técnica para a análise ambiental e funcional das 

comunidades microbianas. Tal trabalho leva ainda em consideração as vantagens e desvantagens 

que estão atribuídas a cada técnica, bem como as suas aplicações. Vale ressaltar que estudos 

comparativos como estes poderão contribuir para a escolha de metodologias que possam vir a ser 

aplicadas em pesquisas ambientais futuras e incentivar publicações e registros de patentes para a 

diversidade microbiana ainda inexplorada. 

 

METODOLOGIA 

Para a realização desta pesquisa, foram prospectados trabalhos em forma de artigos científicos, 

teses, dissertações, periódicos e textos técnicos, entre os meses de março de 2013 a novembro de 

2015, que abordaram o tema deste estudo, no período de 10 anos (entre 2003 e 2013).  

Entretanto, trabalhos com data de publicação anterior e que foram julgados relevantes para a 

pesquisa também foram considerados para a construção deste estudo.  

Os dados obtidos foram selecionados e comparados levando em consideração as publicações que 

faziam referência às técnicas qPCR e FISH através de estudos de revisão de literatura, trabalhos de 

campo e estudos que associavam estas técnicas a outras técnicas moleculares que não utilizam 

marcadores fluorescentes.  

Os tipos de amostras analisadas por qPCR e FISH, em experimentos de campo, também foram 

descritos, com a intenção de avaliar as possíveis aplicações destas técnicas em estudos ambientais. 
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CONSIDERAÇÕES GERAIS SOBRE TÉCNICAS MOLECULARES 

Assim como demonstrado por Morris e colaboradores (2002), entre os anos de 1975 e 1999, o 

estudo da biodiversidade de micro-organismos sofreu um acréscimo exponencial, devido à 

disponibilidade de novos métodos moleculares. Através da difusão desses novos métodos, foi 

possível a investigação de algumas comunidades microbianas, antes limitadas pela ausência de 

estudos filogenéticos e pelo fato de que muitos agentes não poderiam ser cultivados (DORIGO; 

VOLATIER; HUMBERT, 2005). 

Atualmente, existem inúmeras estratégias para detecção, monitoramento e caracterização da 

diversidade microbiana em amostras ambientais, a partir de métodos independentes de cultivo.  

Ainda de acordo com Dorigo, Volatier e Humbert (2005), os métodos independentes de cultivo 

podem ser classificados como métodos baseados na amplificação do DNA ou cDNA através da 

PCR, sendo comumente descritos na literatura como métodos de fingerprinting ou métodos de 

impressão digital (Quadro 1). 

 

Fonte: Autoria própria, 2015. 

 

Coutinho, Neto e Verde (2006) relatam que os métodos fingerprinting dispensam a utilização de 

marcadores que hibridizam. Além disso, de acordo com Muyzer e Smalla (1989 apud 

MARZORATI et al., 2008, p. 1), os métodos fingerprinting são utilizados para fornecer, através de 

um gel de poliacrilamida ou agarose, um perfil que representa a variação génetica e, 

consequentemente, a diversidade da comunidade microbiana. 

Do mesmo modo, os métodos de clonagem e sequenciamento, posteriores à amplificação por PCR, 

também podem ser utilizados para determinar a variabilidade e as relações filogenéticas dos micro-

Quadro 1 - Principais técnicas moleculares baseadas na amplificação de material genético, através da 

PCR convencional aplicadas em amostras ambientais, descritas na literatura entre os anos de 2004 a 2011 

Métodos de fingerprinting Amostra Referências 

DGGE- Eletroforese em Gel com 

Gradiente Desnaturante  

Lagoas de estabilização Nishio (2010) 

TGGE- Eletroforese em Gel com 

Gradiente de Temperatura  

Fungos em solo Monteiro (2007) 

RISA- Análise de Espaçador 

Intergênico Ribossomal  

Solo, ambientes marinhos e 

rizosfera  

Tonini, Rezende e Gravitol 

(2011) 

ARISA- Análise de Espaçador 

Intergênico Ribossomal 

Automático 

Diferentes ambientes marinhos Danovaro et al. (2006) 

SSCP- Polimorfismo de 

Conformação de fita simples  

Abelhas sem ferrão da Amazônia Souza e Carvalho-Zilse (2010)  

AFLP- Polimorfismo de 

Comprimento de Fragmento 

Amplificado 

Plantas dos gêneros Trollius e 

Adrônis  

Després et al. (2003) 

ARDRA- Análise de Restrição 

do DNA Ribossomal 

Amplificado  

Gramíneas gênero Brachiaria  Reis Junior, Teixeira e Reis  

(2004) 
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organismos. E além dessa finalidade, a clonagem e o sequenciamento possibilitam a construção de 

bibliotecas de genes, resultando no depósito de informações específicas em bancos de dados 

genéticos e contribuindo para o aumento de informações sobre os diversos tipos de micro-

organismos (OLIVEIRA; SETTE; FANTINATTI-GARBOGGINI, 2006). 

Em contrapartida, os métodos independentes de cultivo que não são baseados na amplificação do 

DNA ou cDNA por PCR, têm como princípio a hibridização através de sondas de oligonucleotídeos 

marcadas (Quadro 2) ou a desnaturação do DNA (DORIGO; VOLATIER; HUMBERT, 2005).  

 

Fonte: Autoria própria, 2015. 

 

Inicialmente a qPCR foi desenvolvida para a detecção e identificação de micro-organismos 

patogênicos, tais como: Vibrio cholerae, Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Escherichia coli 

e Escherichia spp. (ZHANG; FANG, 2006). Contudo, a sua aplicação foi ampliada com a projeção 

de conjuntos de primers e sondas universais que possibilitaram a avalição de grupos de 

arqueobactérias, bactérias e fungos em amostras ambientais (MANERKAR; SEENA; 

BÄRLOCHER, 2008).  

Desde então, diversos oligonucleotídeos e sondas específicas foram desenvolvidos, o que permitiu a 

identificação de inúmeras bactérias, além da quantificação de genes funcionais (ZHANG; FANG, 

2006). 

O desenvolvimento de primers e sondas utilizados na técnica qPCR foi de fundamental importância 

para a avaliação filogenética entre as comunidades microbianas, uma vez que os mesmos 

amplificam e hibridizam, respectivamente, sequências complementares presentes nas moléculas do 

DNA molde (SANTOS,G. O., 2011), Quadro 3.  

Manerkar, Seena e Bärlocher (2008), por exemplo, utilizaram primers a partir da qPCR para estimar 

quantidades relativas de DNA bacteriano, de arqueobactérias e de fungos através da decomposição 

de discos foliares de Tilia cordata em riachos. A qPCR também foi utilizada para quantificar a 

população total de Microcistis aeruginosa e os genótipos potencialmente produtores da 

microcistina, uma hepatotoxina (YOSHIDA et al., 2007).  

Para a identificação de bactérias metanotróficas, responsáveis pela oxidação do metano, foram 

desenvolvidos primers para o gene alvo pmoA, que tem como finalidade codificar a subunidade α 

metano monooxigenase presentes em Methylococcus, Methylobacter Methylosarcina, Methylosinus 

e Methylocapsa (KOLB et al., 2003).  

Quadro 2 - Principais técnicas moleculares baseadas em hibridização, descritas na literatura entre os anos 

de 2007 e 2011 

Métodos não baseados na PCR Amostras Referências 

FISH- Hibridização Fluorescente in 

situ 

Amostras derivadas de petróleo Santos, G.O. (2011) 

TSA-FISH- Hibridação 

Fluorescente in situ Combinada com 

a Amplificação de Sinal de Tiramida 

Algas marinhas Not et al. (2007) 

CARD-FISH- Decomposição 

Repórter Catalisada por Hibridização 

Fluorescente in situ 

Solo Eickhorst e Tippkötter (2008) 
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De acordo com Hristova e colaboradores (2003), as bactérias degradadoras do éter metil terc–

butílico (MTBE) são possivelmente identificadas com o auxílio de primers e sondas específicas a 

partir do qPCR. A estirpe PM1, utilizada para o estudo citado, rapidamente mineraliza e cresce na 

presença do MTBE, servindo como um método eficiente de biorremediação em áreas impactadas. 

A utilização da qPCR nos diversos estudos supracitados só foi possível em função do 

aprimoramento da técnica da PCR convencional  proporcionada pela inovação de Kary Millus com 

a utilização dos primers e da DNA polimerase termoestável, o que possibilitou vantajosas variações 

nas técnicas de PCR (SAIKI et al., 1988; ROCHE, 2015).  

Ao realizar uma busca por patentes em bancos de dados como o INPI (Instituto Nacional de 

Propriedade Industrial), acessado no dia 16/11/15, apenas 2 (dois) resultados foram gerados para o 

termo qPCR. Um número maior de patentes (seis), utilizando a mesma palavra-chave, foi 

encontrado na base de dados de patentes de vários países da América Latina (LATIPAT). Já no 

registro de patentes dos países Europeus (Europeu Patent Office- EPO), 277 (duzentos e setenta e 

sete) resultados foram encontrados com o termo qPCR sob as mesmas condições das pesquisas 

anteriores. 

 

Quadro 3 - Aplicações da técnica de real- time PCR, obtidas a partir de publicações, entre os anos de 

2003 e 2010 

Alvo Primers  forward 

e Primers reverse 

Sondas 

TaqMan® 

 

Amostras Referências 

Bactéria  

Archaea  

Fungos  

E8F\ E533R 

ARCH21F\ 

ARCH958R 

ITS3F\ITS4R 

 

 

Plantas 

(Tilia cordata) 

Manerkar, Seena e 

Bärlocher (2008) 

Microcystis 

aeruginosa 

PC – IGS 

 

Gen mcyA 

188F 

254R 

M1R – F 

M1R – R 

 Águas do lago 

Mikata 

 

Yoshida et al.  

(2007) 

pmoA 

Methylobacter 

 Methylosarcina 

A189F / Mb601R  

 

Solo Kolb et al. (2003) 

 

PM1 ITS 

 

1406F 

 1850R 

 

963F 

1076R 

 

 

Águas 

subterrâneas 

contaminadas por 

MTBE 

Hristova  

et al. (2003) 

 

Fonte: Autoria própria, 2015. 

 

Os resultados das consultas validam o exposto por Oliveira e colaboradores (2014), quando 

realizaram uma pesquisa para análise de patentes envolvendo plantas transgênicas mais tolerantes 

ao estresse abiótico, para o qual foi escolhido um documento de bases envolvendo a família de 

patentes WO2012061911 e PI1015903-7 que visa à utilização do gene CAHB12 do café, 

geneticamente modificado. Oliveira e colaboradores (2014) relatam que no Brasil o número de 
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depósito de patentes ainda é muito baixo e isso ocorre em função da falta de cultura de proteção, 

principalmente em universidades e institutos de pesquisas.  

Assim como a qPCR, a técnica de FISH também pode ser aplicada em estudos ambientais 

utilizando diferentes tipos de amostras, citadas no Quadro 4. A técnica de FISH tem auxiliado 

muitos pesquisadores na detecção de micro-organismos não cultiváveis. A pesquisa elaborada por 

Machado (2006), por exemplo, objetivou a detecção de fungos filamentosos em água engarrafada. 

Para este mesmo experimento foi utilizada a sonda EUK516 ligada ao marcador fluorescente CY3 

na extremidade 5´. Esta sonda tem como alvo a sequência de nucleotídeos 546-563 da subunidade 

18S rRNA de Sacchoromyces cerevisiae, que é idêntica em todos os organismos eucariontes. Já 

para a detecção de Bacillus spp., em amostras ambientais com presença de petróleo, foram 

utilizadas duas sondas: EUB338, que é comum ao Domínio bactéria, e  a sonda BAC07, que é 

especifica para o Bacillus spp., sendo que ambas complementam a região16S rRNA (SANTOS, G. 

O., 2011).  

 

Quadro 4 - Aplicações da técnica de Hibridização fluorescente in situ FISH, obtidas a partir de 

publicações entre os anos de 2005 e 2011 

Alvo Sondas específicas e 

universais 

Amostras Referências 

Fungos Filamentosos 

18s  rRNA 

(Penicillium 

brevicompactum) 

 

EUK 516 

Água engarrafada Machado (2006) 

Bacillus ssp. EUB338 e BAC07 Amostras ambientais 

com presença de 

petróleo 

Santos, G.O. (2011) 

Eubactérias 16S rDNA 

Crenarchaeota grupo 

marinha I 

Euryarchaeota grupo 

marinha II 

EUB338 

Cren537 

Eury806 

 

Águas das zonas 

profundas do oceano 

(mesopelágica e batial) 

 

Herndl et al. (2005) 

Fonte: Autoria própria, 2015. 

 

Além da quantificação de micro-organismos, a técnica de FISH também é aplicada em estudos 

sobre a dinâmica de comunidades microbianas. Em 2006, pesquisadores que realizaram a avaliação 

da distribuição espacial de bactérias e arqueobactérias planctônicas (Crenarchaeota e 

Euryarchaeota) em zonas profundas do oceano, também utilizaram como ferramenta molecular a 

técnica de FISH (HERNDL et al. 2005). Para tal estudo, as sondas empregadas foram: EUB 338- 

para bactérias, Cren537- para Crenarchaeota grupo marinho I e Eury806- para Euryarchaeota 

grupo marinho II, como demostrado no Quadro 4 (HERNDL et al., 2005).  

A sonda EUB338 também foi utilizada por Santos e colaboradores (2010),  bem como as sondas 

BRS385 (bactérias redutoras de sulfato), DSV698 (Família Desulfovibrionacea) e BRS129 

(Desulfobacter ssp.) em amostras de água produzida na indústria de petróleo.  

Assim como descrito anteriomente, a Hibridização Fluorescente in situ- FISH é bastante utilizada 

em estudos ambientais. Porém, os pedidos de patentes encontrados para o termo Hibridização 

Fluorescente in situ, tanto no INPI (Instituto Nacional de Propriedade Industrial), quanto no 
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LATIPAT, ainda são poucos, representando apenas 1 (um) pedido em cada banco de dados, quando 

acessados no dia 17/11/15, sendo estes de cunho clínico e não ambiental.  

Surpreendentemente, quando a mesma consulta foi realizada no registro de patentes dos países 

europeus (Europeu Patent Office- EPO), não foi encontrado nenhum registro para o termo 

Hibridização Fluorescente in situ, contrapondo o que ocorreu para o termo qPCR nas mesmas bases 

de dados, onde o número de registros citados anteriormente foi  representativo, como demonstra o 

Quadro 5. 

De acordo com Oliveira (2010), a qPCR apresenta inúmeras vantagens, dentre as quais se destacam: 

(1) a rapidez no que diz respeito ao tempo para realização da análise (estima-se que todo o ensaio 

leve aproximadamente quatro horas e meia); (2) a detecção de quantidade relativamente pequena do 

DNA alvo (3 picogramas de material); (3) os protocolos são bem descritos e de fácil execução; (4) 

existe facilidade de quantificação dos micro-organismos pesquisados, uma vez que é possível 

monitorar os produtos da PCR em tempo real; e (5) a utilização de equipamentos com maior 

confiabilidade capazes de evitar possíveis contaminações nas amostras. 

 

Fonte: Autoria própria, 2015. 

 

Por outro lado, a técnica de FISH permite a caracterização e a quantificação dos micro-organismos 

e também pode evidenciar arranjos espaciais destes no seu ambiente natural. Tal técnica permite 

ainda observar a morfologia celular e, adicionalmente, constitui um método relativamente rápido 

quando o objetivo é quantificar populações microbianas em diversos tipos de amostras (GODINHO, 

2010). 

Com relação às limitações referentes à técnica qPCR, são frequentemente relatados na literatura o 

custo elevado dos equipamentos e a dificuldade no manuseio, bem como a dificuldade na 

interpretação dos testes.   Além disso, os fluorocromos utilizados podem se ligar a qualquer produto 

da dupla cadeia de DNA (ALONSO, 2008; OLIVEIRA, 2010), fazendo com que a padronização 

seja cara e bastante trabalhosa (GACHON; MINGAM; CHARRIER, 2004). 

As limitações atribuídas à FISH geralmente estão associadas à dificuldade de entrada da sonda na 

célula devido à insuficiência da permeabilidade celular, o que impede o acesso das sondas ao sítio 

de destino (ZWIRGLMAIER, 2005). Ainda como dificuldade, a contagem microscópica sem o uso 

Quadro 5 - Número de patentes registradas, em bases de dados, para os termos qPCR e Hibridização 

Fluorescente in situ, em novembro de 2015 

Termo Pesquisado Base de dados N° de patentes 

 

 

qPCR 

INPI- Instituto Nacional de 

Propriedade Industrial  

1 

LATIPAT (Países da América 

Latina e Espanha)  

6 

EPO- Europeu Patent Office  277 

 

 

Hibridização Fluorescente in 

situ 

INPI- Instituto Nacional de 

Propriedade Industrial  

1 

LATIPAT (Países da América 

Latina e Espanha)  

1 

EPO- Europeu Patent Office  0 
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do software de captura da imagem pode tornar a técnica de FISH bastante demorada e cansativa, 

exigindo experiência do observador (GODINHO, 2010).  

Além disso, de acordo com Nishio (2010), amostras ambientais podem apresentar fluorescência 

natural (background), que dificulta a identificação por FISH, ou conter um teor ribossomal limitado, 

o que significa que quanto menor a célula, mais difícil vai ser a sua detecção (AMANN; FUCHS, 

2008). Contudo, alterações na metodologia de FISH já foram realizadas (por exemplo, CARD- 

FISH) para suprir limitações referentes à intensidade do sinal (ZWIRGLMAIER, 2005). 

Godinho (2010) ressalta ainda que o limite de detecção da técnica de FISH é elevado (10
3
 a 10

4
 

células/ml) e descreve que as populações microbianas que estiverem abaixo desta concentração não 

serão detectadas por FISH, a menos que sejam coletados volumes grandes da amostra, aumentando 

a sua concentração. 

 

PERSPECTIVAS FUTURAS 

O estudo da diversidade microbiana em amostras ambientais foi limitado durante muito tempo 

somente às análises a partir dos métodos clássicos. Em contrapartida, após o surgimento das 

técnicas moleculares, algumas respostas sobre a diversidade dos micro-organismos e a 

funcionalidade das comunidades de micro-organismos ambientais têm sido evidenciadas, haja vista 

que a utilização da qPCR para a identificação e quantificação de genes específicos tem promovido 

um maior entendimento das árvores filogenéticas microbianas. A técnica de FISH, por sua vez, tem 

demonstrado de forma mais abrangente a estrutura destas comunidades à medida que quantifica o 

número de células e permite a visualização do micro-organismo de interesse in situ.  

Deste modo, a escolha da técnica molecular a ser empregada em um estudo irá depender da 

estratégia de trabalho do pesquisador e, embora qPCR e FISH sejam descritas como técnicas 

capazes de avaliar a funcionalidade e a diversidade das comunidades microbianas, também 

apresentam limitações. A partir desta análise, é possível afirmar que entre as técnicas mencionadas 

não há uma técnica capaz de superar todas as restrições encontradas em pesquisas ambientais, uma 

vez que muitos pesquisadores as associam a outras técnicas moleculares, com o objetivo de garantir 

uma maior confiabilidade dos resultados. Almeja-se que no futuro avaliações entre as técnicas 

moleculares a partir de estudos comparativos sirvam de subsídios para contribuir com o aumento de 

registros de patentes, apoiando o avanço tecnológico para áreas ainda desconhecidas da ciência, 

como é o caso da área ambiental. 
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