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RESUMO

O uso de técnicas moleculares na Engenharia Sanitaria vem possibilitando novas abordagens as pesquisas
conduzidas nesta area do conhecimento. Entretanto, a natureza complexa das amostras ambientais estudadas,
como por exemplo, lodos anaerébios oriundos de sistemas de tratamento de A&guas residuarias, limita a
aplicacdo destas ferramentas. Em especial, a Reacdo em Cadeia da Polimerase, ou PCR, pode apresentar
problemas na amplificacdo do DNA extraido diretamente do lodo. A grande diversidade de material genético
dos microrganismos presentes nestas amostras parece ser um dos fatores limitantes. Este estudo teve como
objetivo avaliar a extracdo e amplificacdo de DNA metanogénico, presente em lodo anaerébio coletado no
fundo da lagoa facultativa do Aterro Sanitario de Curitiba, Parand, Brasil, pela técnica da PCR.
Simultaneamente, foram analisadas amostras de lodo coletado de reatores anaerdbios em batelada (ASBR),
com e sem bioaumento de microrganismos metanogénicos. Os resultados indicam que o uso de primers
universais (i.9.16S rRNA) em amostras ambientais pode resultar em amplificacfes de DNA inespecificas pela
técnica da PCR, comprometendo a analise molecular deste tipo de material.

PALAVRAS-CHAVE: DNA metanogénico, Lodo anaerdbio, Reacdo em Cadeia da Polimerase.

INTRODUCAO

O uso de técnicas moleculares para avaliar e identificar a microbiota existente em amostras ambientais tornou-
se uma pratica usual em laboratdrios de diferentes areas de pesquisas. A Engenharia Sanitéria ndo é excecao e
vem apresentando resultados promissores, principalmente pelo uso da técnica da PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) para acompanhamento do consdrcio microbiano presente em lodos anaerébios (ZUMSTEIN et al.,
2000; YU et al, 2005).

E importante salientar que o método escolhido para extracdo do DNA total das amostras deve fornecer
purificacdo adequada aos acidos nucleicos. Entretanto, a presenca de substancias como acidos himicos e
polissacarideos em amostras de DNA pode interferir em vérias técnicas de deteccdo molecular (KINGSLEY e
RICHARDS, 2001). A elevada diversidade microbioldgica existente em amostras ambientais e a similaridade
entre algumas sequéncias conservadas também parece agir como interferente durante a amplificacdo genémica
de taxons especificos (PROMEGA, 2009).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os resultados obtidos a partir da amplificacdo do DNA de
microrganismos metanogénicos extraidos de amostras de lodo anaerdbio coletado no fundo da lagoa facultativa
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do Aterro Sanitdrio de Curitiba, Parang, Brasil (25°37" 15,35 S; 49°20’ 18,82’ O). Amostras de lodo
coletado de reatores anaerdbios em batelada (ASBR), com e sem biocaumento de microrganismos
metanogénicos, também foram submetidas a extracdo de DNA e amplificadas utilizando primers universais 16S
rRNA para ordens metanogénicas, conforme metodologia descrita a seguir.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de lodo anaer6bio da lagoa facultativa, componente do sistema de tratamento de
lixiviado do Aterro Sanitario de Curitiba. Este lodo foi utilizado, posteriormente, como indculo em dois
reatores ASBR, alimentados com o lixiviado do aterro. Posteriormente, amostras de lodo foram coletadas nos
periodos de 1, 20, 40 e 60 dias de operacao dos reatores. Imediatamente apds as coletas, as amostras foram
acondicionadas em refrigerador, sob temperatura de 4°C + 2°C.

Os microrganismos presentes no lixiviado do aterro sanitario foram cultivados em meio contendo 20 mL de
lixiviado de aterro sanitario bruto e agar, como agente solidificante. O meio foi autoclavado a 120 °C, por 15
minutos e, a seguir, em camara anaerébia, foi semeado 1 mL de lixiviado sobre os meios de cultivo. Apéds a
semeadura, as placas com o0s meios receberam, cada uma, um disco de 30 pg do antibiético cloranfenicol. Os
meios cultivados foram mantidos em camara anaerobia, sob temperatura ambiente, por 20 dias. A condigdo
anaerobia foi obtida pelo jateamento de uma mistura de gases nitrogénio e carbdnico, na proporgdo 4:1. Os
microrganismos cultivados foram adicionados no lodo anaerdbio de um dos reatores ASBR antes do inicio da
operacdo. Os reatores foram denominados Reator Teste (RT), contendo o indculo microbiano, e reator
Controle (RC), sem inéculo.

A extracdo do DNA total foi realizada nas seguintes amostras: a) lodo anaerdbio bruto, b) lodo coletado dos
reatores e c) cultivo dos microrganismos. Devido a dificuldade relativa a extragdo do DNA de complexos
biolégicos com grande quantidade de material extracelular, a metodologia utilizada foi uma adaptacédo de duas
metodologias cléassicas de extracdo: metodo do fenol-cloroférmio (SAMBROOK e RUSSEL, 2001) e método
do salting-out (LAHIRI e NUREMBERG, 1991).

A seguir s8o descritas as etapas da metodologia de extracdo de DNA estabelecida para este estudo.

Um volume de 100 uL de lodo foi disposto em tubo de 2,5 ml, centrifugado a 3.500 rpm (2.054 x g) por 10
minutos, descartado o sobrenadante e lavado com tampéo fosfato (PBS), pH 7,2. Apds duas etapas de lavagem,
o material foi centrifugado a 1.500 rpm (377 x g), por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o material
precipitado (pellet) foi macerado com o auxilio de um pistilo. O material resultante foi suspenso em 100 L de
tampao de extracdo A (10 mM Tris pH 7,4, 10 mM NaCl, 25 mM EDTA, 1% SDS, 50 ug. mL™ de Proteinase
K) e incubado em banho-maria a 42°C, por 1 hora.

Ap6s o periodo de incubacdo, foi adicionado igual volume de 100 pL de solugdo de fenol tamponado (pH 8,0),
seguindo agitacdo manual cuidadosa, por inversdo, por 10 minutos. A seguir, o tubo foi centrifugado a 3.500
rpm (2.954 x g), por 10 minutos. A fase aquosa foi cuidadosamente transferida para um novo tubo de 2,5 ml e
foram adicionados 200 pL de cloroférmio, seguindo agitagdo manual cuidadosa, por inverséo, por 10 minutos.
Na sequéncia, o tubo foi centrifugado a 3.500 rpm (2.054 x @), por 10 minutos, sob temperatura de 4°C. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo em que foram adicionados 40 pL de solugdo 3M de acetato de
sodio, pH 5,2; e 1 mL de etanol absoluto gelado. Seguiu-se um periodo de incubacdo de 15 minutos, em
geladeira (4°C). ApGs este periodo, foi realizada nova centrifugacdo a 3.500 rpm (2.054 x g), por 30 minutos.
O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 500 pL de etanol gelado, na concentragdo de 70%. A
seguir, foi realizada nova centrifugacdo a 3.500 rpm (2.054 x g), por 10 minutos, para a sedimentacdo do
material genético. O material precipitado foi seco em estufa a 30°C, por 10 minutos.

Apbs esta primeira fase, foi realizada uma nova etapa de extracdo, para assegurar a purificacdo adequada do
material genético das amostras. O pellet seco foi ressuspenso em 10 uL de tampdo TE (Tris 1 mM, EDTA 0,1
mM pH 8,0). Foi adicionado 1 mL de tampdo de extracdo B (Tris 2M pH 8,0, NaCl 3M, EDTA 0,4M pH 8,0,
proteinase K 100 pL/mL) no tubo da amostra que, a seguir, foi incubado em banho-maria, temperatura de
42°C, por 24 horas. Ao final do processo foram adicionados 100 pL de solugdo de cloreto de s6dio 6 M. As
amostras foram resfriadas a 4°C, por 20 minutos, e centrifugadas a 3.000 rpm (1.509 x g), por 25 minutos.O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo, ao qual foram adicionados 200 pL de etanol absoluto.
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O material precipitado foi seco em estufa, a 30°C, por 10 minutos. O DNA precipitado foi ressuspenso em
solucdo tampéo TE para preservacdo e armazenado sob temperatura de -20°C.

Para a deteccdo das ordens metanogénicas Methanobacteriales, Methanomicrobiales e Methanosarcinales e do
dominio Archaea, pela técnica da PCR, foram empregados, respectivamente, os primers MBT857F e
MBT1196R; MMB282F e MMB832R; MSL812F e MSL1159R; ARC787F e ARC1059R (YU et al., 2005).
Para detec¢do do dominio Bacteria foram empregados os primers 9F e 1515R (TEN et al., 2003). A sequéncia
de oligonucleotideos e o tamanho dos fragmentos de amplificacdo esperados para cada par de primers sdo
apresentados no Quadro 1. Os primers escolhidos visam amplificar a regido do gene 16S rRNA presente no
DNA dos microrganismos de interesse.

Tabela 1: Sequéncias dos primers utilizados e tamanhos dos fragmentos de amplificacdo esperados, em

pares de base (pb)
Tamanho do
Nome Primers Sequéncia 5'-3' fragmento
amplificado
ARC787F CGWAGGGGAAGCTGTTAAGT
Dominio Archaea 273pb
ARC1059R TACCGTCGTCCACTCCTT
Ordem MBT857F ATTAGATACCCSBGTAGTCC
. 343pb
Methanobacteriales MBT1196R GCCATGCACCWCCTCT
MMB282F GTAAACGATRVTCGCTAGGT
Ordem 506pb
Methanomicrobiales MMB832R GGTCCCCACAGWGTACC
Ordem MSL812F ATCGRTACGGGGTTGTGGG
. 354ph
Methanosarcinales MSL1159R CACCTAACGCRCATHGTTTAC
) ) 9F GAGTTTGATCCTGGCTCAG
Dominio Bacteria 530pb
1512R ACGGHTACCTTGTTACGACTT

O DNA extraido em etapa anterior e os primers descritos acima foram utilizados para amplificacdo pela técnica
da PCR. As PCRs, para os dominios Archaea e ordem Methanosarcinales, foram realizadas utilizando-se a
seguinte condicéo de ciclo da PCR: 30 ciclos de 94°C/1 min, 55°C/1 min e 72°C/1 min (HWANG et al., 2008).
Para amplificacdo das sequéncias das ordens Metanobacteriales e Methanomicrobiales as condi¢des da ciclagem
foram as seguintes: 30 ciclos de 94°C/1 min, 62°C/1 min e 72°C/1 min (HWANG et al., 2008). Finalmente, para
amplificar as sequéncias do dominio Bacteria, a condicdo de ciclo utilizada foi: 25 ciclos de 95°C/2 min,
42°C/30 seg e 72°C/4 min (WEISBURG, 1991).

As reacbes de amplificacdo foram realizadas em termociclador, marca Eppendorf, modelo Mastercycler
gradient. Para detectar possiveis contaminacdes por DNA ndo metanogénico, em cada PCR foi inserido um
controle negativo (agua ultrapura, com auséncia de DNA). Para separagdo dos produtos de PCR, ap6s as
reacOes de PCR, as sequéncias obtidas foram submetidas a uma eletroforese em gel de agarose a 1,5%, por lha
100 v. Os fragmentos esperados para cada dominio sdo 0s seguintes: 273 pb para Dominio Archaea, 343 pb
para ordem Methanobacteriales, 506 pb para ordem Methanomicrobiales, 354 pb para ordem
Methanosarcinales e 530 pb para Dominio Bactéria, tendo sido visualizados em gel de agarose corado com
brometo de etideo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as reacBes de amplificacdo realizadas, contendo amostras de DNA do cultivo ou do lodo, apresentaram
fragmentos amplificados menores do que aqueles esperados como produtos.

Nas Figuras 1 e 2 sdo apresentados os resultados das corridas eletroforéticas.
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose. Pistas 1 A 11- Dominio Bacteria, com: 1) lodo bruto, 2) cultivo,
3) RC 1°dia, 4) RT 1°dia, 5) RC 20° dia, 6) RT 20° dia, 7) RC 40° dia, 8) RT 40° dia, 9) RC 60° dia, 10)
RT 60° dia, 11) agua. MM- marcador molecular 100 PB. Pistas 12 A 22- Dominio Archaea, com: 12)
lodo bruto, 13) cultivo, 14) RC 1° dia, 15) RT 1° dia, 16) RC 20° dia, 17) RT 20° dia, 18) RC 40° dia, 19)
RT 40° dia, 20)RC 60° dia, 21) RT 60° dia, 22) agua. Pistas 23 A 27: Methanobacteriales, com: 23) lodo
bruto, 24) cultivo, 25) RC 1° dia, 26) RT 1° dia, 27) RC 20° dia
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Figura 2: Eletroforese em gel de agarose. Pistas 1 a 6- Methanobacteriales, com : 1) RT 20° dia, 2) RC
40° dia, 3) RT 40° dia, 4) RC 60° dia, 5) AGUA, 6) RT 60° dia. MM- marcador molecular 100PB. Pistas
7 A 17- Methanomicrobiales, com: 7) &gua, 8) lodo bruto, 9) cultivo, 10) RC 1° dia, 11) RT 1° dia, 12)
RC 20° dia, 13) RT 20° dia, 14) RC 40° dia, 15) RT 40° dia, 16) RC 60° dia, 17) RT 60° dia. 22) 4gua.
Pistas 18 A 27: Methanosarcinales, com: 18) lodo bruto, 19) cultivo, 20) RC 1° dia, 21) RT 1° dia, 22)
RC 20° dia, 23) RT 20° dia, 24) RC 40° dia, 25) RT 40° dia, 26) RC 60° dia, 27) RT 60° dia

As bandas visualizadas no gel de agarose assemelharam-se ao perfil de amplificagdo normalmente obtido pela
técnica do RAPD, ou Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso. Esta similaridade sugere que os primers
utilizados para a PCR das amostras de DNA do cultivo e dos lodos podem ter amplificado outras sequéncias de
DNA competitivas presentes na amostra, além das sequéncias alvo, produzindo os padrdes de bandas
observados.

De acordo com o Protocols and Applications: Guide for Nucleic Acid Amplification (PROMEGA, 2009), a
amplificacdo ndo especifica é um dos principais problemas enfrentados por pesquisadores durante a realizagéo
de ensaios da PCR. O problema é agravado quando sdo utilizados primers universais, como o 16S rRNA.
Nestes casos, sd0 aumentadas as chances de se encontrar sitios alternativos de reconhecimento que podem
competir pelo anelamento dos primers e produzir amplicons de tamanhos diferentes.

No método de microscopia eletronica de varredura acoplado a micro-andlise quimica (MEV-EDS) foi
observado que o lodo promove a tendéncia dos conglomerados se reunirem entre si. Por outro lado, a MEV
para a cinza indicou a presenca de uma grande diversidade entre as particulas, o que revela uma alta porosidade
do material por ndo haver ligagdo quimica entre os componentes, caracterizando um material disforme. Para o
RPC, pela MEV pode-se observar que a superficie é bastante lisa, uniforme, sem elevagdes, com uma
consideravel rede de poros irregulares. A maioria das particulas tem as formas redondas, como nuvens, tipicos
de substancias amorfas.

Analisando as sequéncias dos primers universais para o dominio Archaea no algoritmo BLAST® (ALTSCHUL
et al., 1990) foram encontrados valores variados de similaridade no préprio dominio e, também, com grupos
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filogeneticamente mais distantes, como algumas espécies de protozodrios. Esta similaridade entre sequéncias
pode ter permitido a amplificagdo randdémica das amostras, havendo, portanto, varios DNAs alvo para
anelamento dos primers. Nestas condi¢cdes, o material adicionado para a replicacdo do DNA seria esgotado
rapidamente e reduziria grandemente a probabilidade de amplificacdo exponencial de um Unico fragmento.

Apesar da possivel amplificacdo inespecifica, 0s resultados permitiram comparar o desenvolvimento geral do
biofilme nos reatores Controle e Teste e identificar os grupos metanogénicos mais abundantes em amostra de
cultivo anaerobio e do lodo anaerdbio da lagoa facultativa do Aterro Sanitario de Curitiba.

Apbs o 1° dia de operagdo, as amostras do lodo anaerdbio e do reator Controle apresentaram as maiores
quantidades de bactérias entre as amostras (Figura 1, pistas 1 e 3). Entretanto, as condi¢cfes de PCR para 0s
primers deste dominio utilizaram baixa temperatura de anelamento (42°C) por um curto periodo de tempo (30
segundos), o que refletiu em anelamento inadequado dos primers nas amostras. Os primers ndo anelados
podem ser observados como bandas no final das pistas 1 a 11.

Para o dominio Archaea, as amostras que apresentaram maior amplificacdo foram aquelas do meio MB-
cloranfenicol e do reator Teste apds o 1° dia de operacdo (Figura 1, pistas 13 e 15). Estes resultados permitem
afirmar que as condi¢des utilizadas durante o cultivo dos microrganismos do lixiviado de aterro sanitario foram
eficientes para magnificar a populagdo metanogénica antes da sua adicdo no reator Teste. Este, por sua vez,
também apresentou quantidade significativa de arqueas no periodo inicial de operacdo dos reatores devido ao
bioaumento realizado.

A ordem Methanobacteriales apresentou bandas com intensa amplificacdo para as amostras de lodo anaerébio,
meio MB-cloranfenicol e Reator Controle apds 20 dias de operacdo (Figura 1, pistas 23, 24 e 27). Mesmo em
menor quantidade, todas as amostras amplificaram na forma de bandas para esta ordem metanogénica (Figura
1, pistas 25 e 26; Figura 2, pistas 1,2,3,4 e 6). Este resultado comprovou a importancia desta ordem na
microbiota anaerdbia do lixiviado de aterro sanitario.

Para a ordem Methanomicrobales, as amostras de DNA com maior amplificagdo foram as do lodo anaerébio e
do reator Teste ap6s 60 dias de operacdo (Figura 2, pistas 8 e 17).

A ordem Methanosarcinales foi identificada e amplificada em todas as amostras de DNA, com destaque para o
lodo e o cultivo com cloranfenicol (Figura 2, pistas 18 e 19). O género Methanosarcina, pertencente a esta
ordem, é bastante versatil na utilizacdo de substratos e, provavelmente, deve ser encontrado em vérios periodos
de operacdo dos reatores.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos ndo possibilitaram visualizar uma Unica banda (fragmento amplificado do tamanho
esperado) e sim uma série de bandas, algumas fracamente amplificadas e outras, menores, com intensa
amplificagdo.

Devido ao grande potencial destas amostras ambientais em fornecerem sequéncias-alvo competitivas, 0 uso de
primers 16S rRNA ndo se mostrou adequado para a amplificacdo das amostras de DNA extraidas de amostras
ambientais.

A aplicacao de técnicas como a Nested-PCR ou o uso de primers para anelamento com regides codificadoras
que coordenem fun¢Bes metabdlicas comuns apenas ao grupo de metanogénicos pode ser a solucdo para a
obtencdo de amplificacdes de DNA mais especificas.
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