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DISQRIMINAQAO’DE AMBIENTES AQUATICOS POLUIDOS E NAO
POLUIDOS ATRAVES DA AMPLIFICACAO E CLIVAGEM DO rDNA 16S'

Autor: Francisco Fernando de Castilho Koller
Orientadora: Gertrudes Corgao

RESUMO

O crescimento desordenado da populagdo e a expansao mal planejada das
cidades, tem levado a precariedade das condigdes de saneamento e
abastecimento hidrico, tornando a &gua um importante meio de
desenvolvimento e transporte de microrganismos, muitos destes patogénicos.
Desta maneira, torna-se necessario além da busca de solugdes, o
monitoramento eficiente e constante dos niveis e focos de contaminagdo. O
presente trabalho teve como objetivo principal diferenciar ambientes aquaticos
poluidos de nao poluidos por contaminacédo de origem fecal, através de
padrées moleculares. Para tanto foram escolhidos os arroios Feij6 e Carvéo,
localizados na regido metropolitana de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, de
onde foram coletadas amostras de agua no verdo e no inverno de 2001,
submetidas a determinagdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes
totais e fecais, através da fermentacdo em tubos multiplos. No Arroio Feijo
foram observados indices de coliformes fecais superiores ao arroio Carvao,
portanto o primeiro foi considerado modelo de ambiente aquatico poluido e o
segundo, nao poluido. Seguiu-se a extragao do DNA total das amostras brutas,
amplificagcdo do rDNA 16S pela PCR e clivagem destes com as enzimas de
restricdo Rsa |, Tag | e Alu |. Os padrbes de clivagens observados com Rsa |
sugerem a discriminagcdo destes ambientes, uma variagdo sazonal foi
observada entre as amostras de verdo e inverno. O método mostrou-se
sensivel para uma analise comparativa entre estruturas de comunidades
bacterianas em ambientes aquaticos.

'Dissertagdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente,
Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto
Alegre — RS, Brasil, (91p.). Maio, 2002.

v



DISCRIMINATION OF POLLUTED AND NON-
POLLUTED AQUATIC ENVIRONMENT THROUGH
RESTRICTION OF AN AMPLIFIED FRAGMENT OF

BACTERIA 16S rDNA 1

Author: Francisco Fernando de Castilho Koller
Adviser: Gertrudes Corgao

ABSTRACT

The disordered population growth and the umplanned expansion of the cities
has led the sanitary conditions and hydric suplly to a precarious state, which
has turned the water into an important source of microorganism up-growth and
transport, even the pathogenic ones. Besides looking for solutions, an efficient
and constant monitoring of contamination is needed. The aim of the present
work was to differentiate polluted from non-polluted water environment through
the use of molecular patterns. With this purpose, two streams were chosen.
Arroio Feijé and Arroio Carvao, localized in the surroundings of the city of Porto
Alegre, Rio Grande do Sul. Water samples from these streams were collected
during the summer and winter and the presence or not of fecal pollution was
determinate by multiple-tube fermentation technique. At Arroio Feijé higher
levels of fecal coliform were observed, therefore it was considered as the
polluted water environment model, and Arroio Carvéo as the non-polluted one.
Total DNA was extracted from water samples, a fragment of 16S rDNA was
amplified using universal primers and it was cleaved with restriction enzimes
(Rsa l, Taq | and Alu 1). The observed restriction pattern with Rsa | suggests a
discrimination of these environments and a seasonal variation was also
observed among summer and winter samples. The methodology was sensitive
enough to diferentiate these aquatic environment and the structure of their
bacterial communities.

1 Master of Science's Degree Dissertation in Agricultural and Environmental
Microbiology , Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul. Porto Alegre - RS, Brasil, (91 p.). May, 2002.
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INTRODUGAO

Embora a agua recubra o planeta em trés quartos de sua superficie,
sua maior fracdo é salgada, o que torna sua disponibilidade restrita. Além do
consumo humano, existe uma grande demanda para as atividades industriais e
agricolas, de forma que serao crescentes os esforgos para um maior controle
da qualidade e da utilizacao racional deste bem valioso e finito.

O aumento desordenado da populacdo e das cidades, provoca a
urbanizacao forgada de areas sem a estruturagao e planejamento adequados
para a ocupacao, o que leva a precariedade das condigdes de saneamento e
abastecimento de agua.

O ambiente hidrico € muito suscetivel ao desenvolvimento e
transporte de microrganismos, de forma que a emissdo de esgotos
provenientes de atividades doméstica, agricola e industrial, além de aumentar
a disponibilidade de nutrientes, proporciona a introdugao e disseminacédo de
organismos patogénicos.

Estudos de microrganismos presentes em aguas superficiais, sua
diversidade e condi¢gdes ecoldgicas em que ocorrem, nos oferecem nao so6

informacdes fundamentais para o estabelecimento de padrdes de



contaminagdo, como também para a descoberta de organismos indicadores
alternativos da qualidade da agua.

Tradicionalmente, as metodologias empregadas para a analise
sanitaria da agua envolvem a detecgéo e quantificagdo presuntiva de bactérias
do grupo coliforme, através da fermentagdo em tubos multiplos. Atualmente
avancgos na biologia molecular permitiram o desenvolvimento de ferramentas
com amplo poder de aplicabilidade, sendo utilizados tanto para deteccédo de
organismos especificos como para o estudo da diversidade microbiana
presentes em amostras ambientais.

Estudos prévios demonstraram que a amplificacao e clivagem do
fragmento rDNA 16S pode ser utilizada como ferramenta para detectar
alteragdes na estrutura das comunidades bacterianas. Devido a crescente
necessidade de diferenciar ambientes aquaticos com altos indices de
contaminagao fecal daqueles onde estes indices sdo mais baixos, pensou-se
em escolher esta metodologia, uma vez que ambientes aquaticos poluidos
possuem sua comunidade bacteriana natural afetada pelo despejo de matéria
organica juntamente com bactérias exdégenas ao ambiente.

O presente estudo teve como objetivo geral verificar a variagado na
estrutura de comunidades bacterianas presentes em amostras ambientais
brutas, provenientes do Arroio Feijo e do Arroio Carvao, pela clivagem do
fragmento rDNA 16S amplificado.

Entre os objetivos especificos cita-se: 1) diferenciar ambientes
aquaticos poluidos de nao poluidos pela metodologia de fermentacdo em

tubos multiplos para coliformes; 2) avaliar a diversidade microbiana em aguas



superficiais, a partir de amostras provenientes do Arroio Feijé e do Arroio
Carvao, através da clivagem do fragmento do rDNA 16S amplificado por PCR,;
3) comparar os padroes de fragmentos obtidos, de amostras de aguas
poluidas e n&o poluidas; 4) estabelecer o uso desta metodologia na
diferenciagdo de ambientes aquaticos poluidos e nao poluidos; 5) contribuir
para o conhecimento da diversidade microbiana presente nos locais em
estudo; 6) formagao de recursos humanos com capacitacéo e treinamento no
desenvolvimento, execucao e aplicacdo dos experimentos executados durante
o projeto, em varios niveis de desenvolvimento cientifico e tecnoldgico

(estagios especificos, iniciagao cientifica e mestrado).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ambiente aquatico e contaminacao biolégica

A agua representa um dos elementos fundamentais a existéncia do
homem. Seu espectro funcional abrange desde o abastecimento industrial e
agropecuario, incluindo areas destinadas a recreagéo e transporte, ainda que
sua mais nobre utilizagdo seja nas atividades domésticas (Sanchez, 1999).
Embora vivamos em um planeta com trés quartos de sua superficie recoberta
de agua, 97% desta agua é salgada podendo ser utilizada para a maioria dos
usos somente se for dessalinizada (o que elevaria muito seu custo). Dentre a
agua doce restante, a maior parte encontra-se congelada, de forma que agua

disponivel no planeta, menos de 1% é constituido por aguas superficiais



(lagos, rios, afluentes), o que a torna um recurso limitado e de precioso valor,
haja visto ainda a desigualdade de sua distribuicdo verificada em escala global
(Verner, 1994).

Apesar da limitacdo dos recursos hidricos disponiveis, o crescimento
acentuado da populagao e o desenvolvimento ndo planejado das cidades, vém
elevando continuamente a demanda no fornecimento de agua de qualidade a
populacdo. A deficiéncia de saneamento basico e do tratamento de esgotos,
tem contribuido para a contaminagdo tanto da agua doce quanto marinha
(Ford & Colwell, 1998). Somado a isto, o crescimento da populagdo também
tem pressionado as praticas agrarias e industriais intensivas, que constituem-
se em importantes origens de compostos orgénicos e inorgénicos que
contribuem para a poluicdo da agua e erosao do solo, aumentando o ritmo da
demanda e deterioragdo dos recursos hidricos (Cho & Kim, 2000; Sanchez,
1999; Sorci et al., 1999).

Além dos problemas acima referidos, a agua pode faciimente se
transformar em um excelente veiculo transmissor de varias doengas
infecciosas, 0 que ocorre quando microrganismos infecciosos sao
transportados por meio da agua contaminada por matéria fecal, contendo
patdogenos humanos ou de animais. Quando estes patdogenos contaminam a
rede de abastecimento publico ou de outras fontes de agua potavel utilizadas
por muitas pessoas, podem aparecer surtos epidémicos de varias doencas,
afetando um grande numero de pessoas em um curto periodo de tempo (Ford

& Colwell, 1998; Sanchez, 1999).



E de suma importancia, principalmente em paises em
desenvolvimento, a busca de solugdes para o problema da transmissao de
doengas através da agua, haja visto que a redugdo da incidéncia destas
doengas traz, consequentemente, efeitos significativos para a economia do
pais. Tao necessaria quanto a busca de solugcbdes, € o monitoramento dos
niveis e focos de contaminagdo, pois muitas estratégias de controle tém
falhado neste sentido, prova disso € a ressurgéncia de doengas infecciosas e o
aparecimento de patdgenos resistentes a antibioticos. Verifica-se deste modo,
que a qualidade da agua e a qualidade de vida estdo intimamente
relacionados, pois o contato com agentes infecciosos pode ocorrer tanto pela
direta ingestdo de agua, quanto pela ingestdo de peixes ou outros alimentos
irrigados, lavados ou preparados com agua contaminada, ou ainda em
atividades de banho, recreagéo e higiene em ambientes inadequados (Ford &
Colwell, 1998).

Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 80% das
doencas que ocorrem nos paises em desenvolvimento sdo ocasionadas pela
contaminagdo da agua. Sabe-se também que, a cada ano, 15 milhdes de
criangas de 0 a 5 anos morrem direta ou indiretamente em decorréncia da falta
ou deficiéncia dos sistemas de abastecimento de aguas e esgotos. Tais dados
refletem uma realidade, onde somente 30% da populagdo mundial tem
garantia de agua tratada, sendo que os 70% restantes dependem de pogos e

outras fontes de abastecimento passiveis de contaminagéo (Sanchez, 1999).



2.2 Bioindicadores de Poluicao em Ambientes Aquaticos

Entre o material em suspensao na agua inclui-se a “parte viva” ou seja,
0s organismos presentes que também constituem impurezas e que, conforme
sua natureza tem grande significado para os sistemas de abastecimento de
agua, tais como certas bactérias, virus e protozoarios patogénicos que podem
ser causa de epidemias (Neto, 1987).

No ambiente aquatico, a disponibilidade de nutrientes € escassa e
variavel (Atlas & Bartha, 1998), desta forma os microrganismos normalmente
ocorrem em numero reduzido o que torna necessario o emprego de
organismos que habitam os intestinos de animais superiores como indicadores
de contaminagéo fecal (Neto, 1987).

As bactérias do grupo coliforme constituem o indicador de contaminagao
fecal mais utilizado em todo o mundo, sendo empregadas como parametro
bacteriologico basico na definigho de padrées para monitoramento da
qualidade das aguas destinadas ao consumo humano, bem como para
caracterizagdo e avaliagdo da qualidade das aguas em geral. Por definigao,
coliformes s&o bacilos Gram-negativos, aerébios ou anaerobios facultativos,
nao formadores de esporos, oxidase-negativos, que fermentam lactose com
producdo de acido e gas em 24 - 48 horas a 35°C. Neste grupo sao incluidos
0s géneros: Escherichia, Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella (Apha, 1998;
Sanchez, 1999). Como o grupo coliforme inclui géneros que nao s&o de origem

exclusivamente fecal, houve a formagdo de um subgrupo denominado



coliforme fecal (coliformes termotolerantes), os quais tém a capacidade de
fermentar lactose em temperatura de 44,5°C (Sanchez, 1999).

As técnicas de analise tradicionalmente utilizadas na pesquisa de
bactérias do grupo coliforme em amostras de agua sdo as de fermentagcdo em
tubos multiplos e de membrana filtrante. O primeiro utiliza o indice do numero
mais provavel (NMP), baseado na fermentagdo em multiplos tubos em uma
série de diluicbes, onde através de formulas de probabilidade, o numero de
tubos com resultados positivos dara uma estimativa da densidade de
coliformes na amostra. Na técnica de membrana filtrante, a amostra é filtrada
por uma unidade filtrante que é depositada e incubada em placas com meios
de cultura seletivos, para posterior contagem direta de col6nias caracteristicas
(Apha, 1998).

Ultimamente foram desenvolvidos novos meétodos como:
presencga/auséncia (P/A), anticorpo fluorescente, sondas genéticas, a Reagao
em Cadeia da Polimerase (PCR), entre outros (Apha, 1998; Ford & Colwell,
1998; Sanchez, 1999, Volossiouk et al.,1995).

Os melhores microrganismos indicadores mostram uma clara relagéo
com agentes bioldgicos que oferegam risco a saude publica (Ford & Colwell,
1998). Para a escolha de um agente indicador de contaminacdo fecal é
preciso que este seja ou faga parte de um grupo de microrganismos que
prevalecam em esgotos e excretas do homem e outros animais
homeotérmicos. Sua densidade deve ter uma relagdo direta com o grau de
contaminagao fecal e possivel presenga de patégenos especificos ou grupo de

patogenos. Deve ser incapaz de se multiplicar no ambiente aquatico ou



multiplicar-se menos do que as bactérias entéricas, € importante apresentar
maior resisténcia aos desinfetantes que os microrganismos patogénicos e ser
quantificavel por métodos laboratoriais rapidos e simples (Sanchez, 1999; Ford
& Colwell, 1998; Neto, 1987). Nao existe um indicador ideal que reuna todos
esses requisitos, sendo que o0s microrganismos utilizados apresentam
vantagens e limitagbes que devem ser consideradas para sua aplicagao

(Sanchez, 1999).

Na maioria dos casos, Escherichia coli tem sido utilizada
satisfatoriamente como organismo indicador, para medidas gerais da
qualidade sanitaria da agua (Sanchez, 1999; Ford & Colwell, 1998; Neto,
1987). Contudo indicadores como E. coli podem crescer em auséncia de
contaminagao fecal e sua presenga nao € correlata a bactérias patogénicas do
ambiente, como Legionella, Vibrio cholerae e Mycobacterium. Além disso, E.
coli em estagio viavel mas ndo cultivavel no ambiente aquatico (como no
inverno), pode nao ser detectada pelos métodos tradicionais de cultura (Ford &
Colwell, 1998).

Outro principal componente da microbiota intestinal humana € o
enterococo fecal, um grupo de bactérias Gram positivas encontrado no
intestino de animais de sangue quente. Sua utilizagcdo como indicador de
poluicdo fecal na agua, é importante também para prover indicagbes sobre a
origem da contaminagdo (Bahirathan et al., 1998; Knudtson et al., 1992;
Laukava et al., 1997; Harwood et al., 2000). Métodos alternativos apontam o

grupo Bacteroides-Prevotella, que embora n&o sejam do grupo coliforme



porém, devido a sua abundancia nas fezes humanas e do gado, sdo propostos
como organismos indicadores de poluigédo fecal (Bernhard & Field, 2000).

Além dos organismos indicadores de contaminacédo fecal,
cianobactérias tém sido utilizadas como indicadores de poluicdo ambiental,
onde Microcystis, Anabaena e Aphanizomenon podem representar o plancton
dominante em ambientes aquaticos (Atlas & Bartha, 1998). A descarga de
esgoto ou fertilizantes podem levar a explosbes populacionais de
cianobactérias, das quais muitas espécies podem produzir neurotoxinas e
hepatotoxinas, com consequéncias negativas ndo s6 ao equilibrio ecoldgico

como também a saude publica (Atlas & Bartha, 1998; Rudi ef al., 1998).

2.3 Ecologia e Diversidade Microbianas

A pouco mais de 25 anos, analises sobre a estrutura e dinamica das
comunidades de animais e plantas tém levado nosso conhecimento ecoldgico,
tedrico e pratico, a niveis cada vez mais elevados. No entanto na ecologia
microbiana os estudos encontram-se atrasados, em parte pelas dificuldades
das técnicas tradicionais de identificacdo e enriquecimento, face a alta
seletividade dos métodos atuais (Polz & Cavanaugh, 1997). Desta forma,
enormes esforgos tém sido feitos por ecologistas microbianos, com o intuito de
identificar microrganismos em amostras ambientais que n&o podem ser
cultivadas pelos métodos tradicionais (Borneman, 1996). Tais informagdes

sdo importantes para aumentar nosso entendimento sobre as relagcdes entre



os ciclos dos nutrientes e a estrutura das comunidades bacterianas (Mccaig et
al., 2001).

Desde 1992, 142 paises ratificaram a Convencdo em Diversidade
Bioldgica e concordaram em promover a conservagao, utilizagao sustentavel, e
o compartilhamento equitativo de beneficios da diversidade biolégica. Os
ambientalistas, o publico e politicos reforcaram a necessidade em aprofundar
nossa compreensao sobre a diversidade de plantas e espécies animais neste
planeta. Microbiologistas tiveram que educar estes mesmos individuos sobre o
impacto enorme e o papel que os microrganismos tém em nossas vidas
diarias, que inclui desde a manutencdo da biosfera até o melhoramento do
nosso estilo de vida (Hunter-Cevera, 1998).

Da mesma forma, para o completo entendimento do ecossistema
aquatico e terrestre é fundamental o conhecimento da diversidade, distribuicao
e funcdo bacteriana devido a sua importancia nos processos biogeoquimicos
(Felske et al., 1998; Jvreas et al., 1997). Muitos estudos tém rotineiramente
mostrado que populacdes microbianas novas e ainda nao caracterizadas
dominam os ecossistemas aquaticos. Além disso, mudangas nas relagoes
entre 0s organismos e no ecossistema como influxo de matéria organica ou
inorganica, podem contribuir sensivelmente para alteragdes nas comunidades
microbianas (Atlas & Bartha, 1998; Ford & Colwell, 1998; Hunter-Cevera, 1998;
Cho & Kim, 2000; Mccaig et al., 1999).

Andlises sobre a diversidade microbiana, onde se examina o
numero de espécies dentro de uma comunidade e o tamanho destas

populagdes nas comunidades, sofrem com os efeitos das dificuldades das



técnicas de cultivo tradicionais (Hunter-Cevera, 1998, Simpson et al., 2000;
Ohkuma & Kudo, 1996; Marteau et al., 2001). Considerando que comunidades
microbianas diferem em numeros e tipos, a propor¢ao de membros individuais
de uma comunidade esta sujeita a mudangas fisicas e quimicas do ambiente,
como também a mudangas causadas pelas atividades fisiolégicas e
metabdlicas dos microrganismos. Da mesma forma, microrganismos que sao
abundantes e sao cultivados sob certas condigdes, podem tornar-se
dormentes e possivelmente ndo cultivaveis sob outras condicdes ambientais
(Hunter-Cevera, 1998; Atlas & Bartha, 1998).

A riqueza de espécies € um parametro essencial para a delimitacdo da
estrutura e diversidade de uma comunidade. No entanto, a analise destes dois
parametros tém sido demasiadamente limitada devido aos métodos
tradicionais de cultura. Em virtude deste fato, a maior fragdo dos organismos
existentes na natureza aparecem como sendo refratarios a cultura em
laboratério (Liu et al., 1997, Suzuki et al., 1997). Sabe-se também que o
abandono do ambiente original, durante o cultivo, muitas vezes € o bastante
para alterar a estrutura da comunidade em razdo das novas condi¢des
impostas, de forma que a nova constituicdo da comunidade pode né&o refletir

exatamente a estrutura natural (Hunter-Cevera, 1998; Liu et al., 1997).

24 Métodos moleculares na avaliagdo da diversidade

microbiana



Segundo Hunter-Cevera (1998), a ecologia molecular indica que
talvez apenas 1 - 10% das espécies microbianas tenham sido isoladas.
Comparacboes feitas com relagdo a diversidade e quantificacdo de
microrganismos entre métodos de cultivo tradicionais e técnicas moleculares,
apontam grande discrepancia na composi¢gdo estrutural das comunidades
(Dumbar et al., 1997; Smit et al., 2001), e reforcam a idéia de que a maior
fragdo (de 85 a 99%) dos organismos existentes na natureza ndo sejam
passiveis de cultivo em meios artificiais (Liu et al., 1997). Enquanto que a
utilizagdo da metodologia de extragcado e amplificacdo do gene para o rDNA, de
organismos provenientes de amostras ambientais, indicam que organismos
previamente nao caracterizados dominam os ecossistemas aquaticos e
terrestres (Glockmer et al., 2000; Polz & Cavanaugh, 1997; Wise et al., 1997,
@vreas et al., 1997). As provaveis explicagbes para a nao acessibilidade da
maioria das bactérias da natureza por métodos de cultivo, oscilam entre a
presengca de células que estejam em estado ndo cultivavel e o
desconhecimento dos meios especificos requeridos para o cultivo destas
bactérias (Felske et al., 1998; ).

Hoje, a adaptacdo de algumas metodologias moleculares as quais
nao exigem o isolamento de linhagens tém se tornado bastante populares,
sendo frequentemente utilizadas para detectar e caracterizar bactérias em
ambientes naturais (Borneman, 1996; Leff et al., 1995; Mccaig et al., 2001;
Muyzer & Ramsing, 1995; Polz & Cavanaugh, 1997; Suzuki et al., 1997;

Volossiouk et al., 1995; Dumbar et al., 1999).



Desde que a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi descrita, em
1985, a abrangéncia de sua aplicagado tem expandido enormemente, incluindo:
o enriquecimento de fragmentos e sequenciamento de DNA,; as relagdes entre
diferentes espécies de plantas e animais; a geragao de sondas moleculares; a
deteccdo de mutagdes genéticas; o monitoramento ambiental, entre outros
(Bua & Porcel, 1994; Ferreira & Grattapaglia, 1995).

A biologia molecular tem provido também metodologias de interesse
a ecologia de patégenos do ambiente, responsaveis por muitos problemas de
saude publica. A variedade de ferramentas para identificacdo e analise de uma
ampla variedade de moléculas biologicas, agora existentes, resultam num
potencial que substitui ou suplementam as tradicionais técnicas de
monitoramento ambiental. Podendo ser precisos tanto para a deteccao de
organismos patogénicos quanto de indicadores (Ford & Colwel, 1998).

Na década de 1970, foi indicado o rDNA como um importante
marcador molecular filogenético e desde entdo o sequenciamento nucleotidico
e outras técnicas analiticas, em especial baseadas no método de amplificagao
in vitro do DNA (PCR), tem expandido drasticamente e disponibilizado
publicamente dados referentes as sequéncias do rDNA (Ludwig & Schleifer,
1999). Sua importdncia como marcador bacteriano baseia-se em sua
distribuicdo universal em todos os organismos celulares, bem como em suas
informagdes espécie-especificas (Felske et al., 1998). Atualmente muitos
projetos de genomas microbianos estdo provendo marcadores filogenéticos
alternativos amplamente aceitos, a partir da subunidade 16S do rDNA. De tal

forma, futuras edicbes do Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology e The



Prokaryotes baseiam suas respectivas relagdes filogenéticas entre os
microrganismos nas informag¢des contidas no rDNA 16S (Ludwig & Schleifer,
1999). Da mesma forma, informacdes centralizadas sobre desenho e uso de
oligonucleotidios como sondas e para PCR como “Oligonucleotide Probe
Database” ou “Ribossomal Database Project”, encontram-se disponiveis via
“World Wide Web” (Alm et al., 1996; Massana et al., 1997).

O acesso a efetiva exploragdo da microbiologia ambiental e a
identificacdo de organismos nado cultivaveis tém se beneficiado pela
amplificagcdo de genes de DNA que codificam para o rDNA. Através dos
produtos da amplificagdo € possivel estimar a riqueza e homologia de uma
comunidade pela determinagao do polimorfismo de tamanho de fragmentos de
rDNAs. De modo que, este método pode ser empregado para a rapida analise
quantitativa do complexo microbiano de uma comunidade (Liu et al., 1997).

De fato, as dificuldades no isolamento e limitagdes para o cultivo de
muitos organismos tém impulsionado a aplicagdo dos métodos da biologia
molecular para o estudo da composigéo e ecologia microbiana do solo e agua.
Novas descobertas e estudos adicionais promovem a constante expansao do
banco de dados genémicos do rDNA 16S e contribuem significativamente para
a identificagdo e analise filogenética das espécies nas comunidades, bem
como para compreender o seu relacionamento fisiolégico com o ambiente
(Whitby et al., 1999; Gray & Hergwig, 1996)

O desenvolvimento da ecologia microbiana e da biotecnologia, sdo
seriamente dificultadas pela falta de um sistema de identificagdo confiavel. E a

dificuldade é ainda maior quando o objetivo € a identificagcdo de bactérias



isoladas de ambientes naturais como solos, lagos ou oceanos (Boivin-Jahns
let al., 1995). Conforme Muyzer & Ramsing (1995) o uso de estratégias
moleculares que utilizam oligonucleotideos especificos do rDNA 16S tém
permitido que bactérias sejam identificadas onde nunca foram encontradas
antes. Outros estudos ressaltam sua importancia em investigagdes de
diversidade, abundancia e distribuicdo de microrganismos no ambiente (Barns
et al., 1999; Buckley et al., 1998).

Face as restricoes que os métodos tradicionais de cultura impdem
na analise da composicdo das populacbes microbianas, a utilizacdo de
técnicas que independam de cultivo, como as que envolvem a total
comunidade de DNA seguido de amplificagdo do rDNA por PCR, tém revelado
abundéancia de microrganismos ainda n&o cultivaveis em diferentes ambientes
(Acinas et al., 1999; Kuske et al., 1997; Lee et al., 1996; Weidner et al., 1996 ).
Como exemplos da versatilidade de tais metodologias pode-se citar seu
emprego em pesquisas relativas a identificacdo e filogenia de diferentes
organismos e locais como arqueobactérias no Mar Morto (Arahal et al., 1996),
na Antartica (Murray et al., 1998), em sedimentos (Munson et al., 1997), solos
de campos de cultivo de arroz (Chin et al., 1999), diversidade de
microrganismos no solo da regido Amazoénica (Borneman & Triplett, 1997),
microrganismos nao cultivaveis associados a plantas aquaticas (Weidner et al.,
1996), como também na quantificagdo de cianobactérias toxigénicas em
amostras de agua (Rudi et al., 1998), ou ainda em recentes métodos para a

rapida identificagdo de patdgenos em laboratérios de microbiologia clinica de



espécies bacterianas fastidiosa a partir de microcolonias ou diretamente de
amostras de pacientes (Kolbert & Persing, 1999).

De acordo com Zheng et al. (1996) o rDNA pode ser considerado o
mais util biopolimero para analises filogenéticas comparativas, ndo s6 por sua
distribuicdo universal como também por seu alto grau de conservagao, e
auséncia de transferéncia interespecifica. A metodologia normalmente utilizada
para a exploracdo de microrganismos ambientais baseia-se na amplificagao
por PCR de genes especificos, a partir de amostras brutas ou eventualmente
enriquecidas por cultivo (Liu et al., 1997; Moyer, et al., 1996; Volossiouk et al.,
1995). Onde o DNA total da comunidade é isolado e utilizado como molde para
a amplificagdo do rDNA 16S, com oligonucleotideos universais ou de dominio
especificos. Este procedimento normalmente €& seguido de clivagem dos
produtos amplificados com enzimas de restricdo com 4 pares de bases de
reconhecimento, técnica conhecida como analise de restricio do rDNA
amplificado ou ARDRA (amplified rDNA restriction analysis). A analise dos
produtos digeridos pode ser feito em gel de agarose ou em gel de
poliacrilamida (Liu et al., 1997; Moyer et al., 1996). A analise dos fragmentos
de rDNA gerados por ARDRA é rapida e simples, além de n&o necessitarem o
sequenciamento dos fragmentos amplificados (Weidner et al., 1996). Desta
forma permitem extensivos estudos sobre a diversidade microbiana de
ecossistemas sem a necessidade de técnicas de cultura-pura (Acinas et al.,
1999).

A reacdo deve ser sensivel o bastante para permitir a

amplificagdo de virtualmente todos os genes de rDNA presentes na amostra,



ao mesmo tempo em que possa selecionar um taxon especifico dentre os
varios presentes. Para tanto, a escolha dos oligonucleotideos € um parametro
importante, pois além de promover as amplificacdes esperadas, a regido a ser
amplificada deve ter sequéncias de nucleotidios com variabilidades suficientes
para diferenciar grupos distintos presentes na amostra (Brunk et al., 1996). O
polimorfismo no comprimento de fragmentos obtidos da clivagem do rDNA
amplificado, sera obtido apds a digestdo dos mesmos com enzimas de
restricdo, que produzirdo fragmentos de tamanhos diferentes, de acordo com a
distancia entre os sitios de clivagem. Este polimorfismo sera influenciado pela
quantidade de sequéncias de bases reconhecidas e clivadas pela enzima,
insercdes, delegdes ou outros rearranjos que alterem a distancia entre pares
de sitios de restricdo. (Ferreira & Grattapaglia, 1995; Moyer et al., 1996).

Como outra metodologia, o gradiente de gel de eletroforese por
desnaturagcdo ou DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), tem sido
usado para resolver regides de genes amplificadas por PCR que codificam
para rDNA 16S baseadas simplesmente em diferencas na sequéncia de
nucleotidios (Jvreas et al., 1997; Muyzer & Ramsing, 1995), onde é aplicada
na identificagdo de variagdes na sequéncia nucleotidica em genes de muitos
grupos diferentes de organismos (Muyzer et al., 1993).

Para o estudo de complexos de comunidades microbianas séao
propostos ainda métodos como o direto isolamento de ribossomos e
subsequente purificagdo de seu rRNA de amostras ambientais (Felske et al,
1996; Felske et al., 1998), a PCR competitiva onde um modelo comparativo e

o DNA alvo, com diferentes seqléncias, sao amplificados na mesma reagao



para eliminar influéncias causadas pelo termociclador ou pela reagcdo de
mistura (Felske et al., 1998), o polimorfismo de conformagéo de fita-unica sob
condigdes ndo desnaturantes, onde DNAs de fita-Unica formam estruturas
secundarias de acordo com a sequéncia de nucleotidios e interacbes
intramoleculares. Devido a diferentes mobilidades eletroforéticas, fragmentos
de mesmo tamanho mas com diferentes conformacdes podem ser separadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida ndo desnaturante ( Lee et al., 1996;
Schwieger & Tebbe, 1998). A analise da heterogeneidade de comprimento
pela PCR, onde a discriminagdo de amplicons originarios de diferentes
organismos € baseada na variagdo natural no comprimento do rDNA 16S
(Suzuki et al., 1998), bem como a utilizagdo de sondas moleculares grupo-

especificas baseadas em sequéncias do rDNA 16S (Giovannoni et al., 1988).



3. MATERIAL E METODOS
Os experimentos para a realizacao deste trabalho foram desenvolvidos

no Laboratério de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude —
ICBS, do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul.

3.1 Coleta das amostras

A coleta das amostras de agua superficiais foram realizadas nos
meses de janeiro e julho de 2001 no arroio Feijé e margo e agosto de 2001 no
arroio Carvao. Sendo cinco pontos no arroio Feijo, localizado nas divisas dos
municipios de Porto Alegre, Viamao e Alvorada e trés pontos no Arroio Carvao,
afluente de primeira ordem do rio Maquiné, no municipio de Maquiné, no Rio
Grande do Sul. A Figura 1 ilustra a localizagao geografica dos dois arroios e 0s
respectivos pontos de coleta, os pontos de 1 a 5 do arroio Feijé e de 1 a 3 do
Carvao, podem ser visualizados nas Figuras 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9,
respectivamente.

Os pontos de coleta do arroio Feijo estdo distribuidos em zonas

urbanas, havendo locais onde o ambiente natural esta bastante degradado



devido ao acumulo de lixo, despejo de esgoto sem tratamento prévio e criagao
de animais. O ponto 5 sendo o mais proximo a nascente, esta localizado na
base do morro Santana numa area de baixa ocupagao residencial sem sinais
aparentes de degradagdo ambiental (acumulo de lixo, emissdo de esgoto
residencial ou animal). Os pontos 4, 3, 2 e 1 situam-se em areas com maior
nivel de ocupacéo residencial, onde foram verificados despejo de esgoto nao
tratado, assim como a presencga de criagao de porcos (pontos 4 e 1). O ponto 3
encontra-se num afluente canalizado numa regido de grande densidade
populacional que recebe grande volume de esgoto, o ponto 2 localiza-se
adiante da jungdo dos pontos 3 e 4, enquanto o ponto 1 situa-se proximo a foz,
onde o arroio Feijo desagua no rio Gravatai (figura 1 — A). Os pontos do arroio
Carvao estdo localizados numa area rural, rodeado por uma mata ciliar
bastante preservada, onde ndo ha residéncias proximas, porém eventualmente
é rota de deslocamento de gado (figura 1 — B).

Durante a realizagdo das coletas registrou-se temperatura e pH da
agua, de cada ponto. As amostras foram feitas com auxilio de frascos plasticos
de 250 mL estéreis e devidamente identificados com o nome do local, data e
ponto de coleta , conforme mostra a Tabela 1. Os frascos foram submersos a
uma profundidade de aproximadamente 15 a 30 cm, direcionados no sentido
contrario a correnteza e sO entdo abertos. Apos foram mantidos sob
refrigeragdo e transportados para o Departamento de Microbiologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, onde foram retiradas aliquotas

para a determinacdo do numero mais provavel de coliformes totais e fecais



(NMP) e contagem de heterotréficos. O restante do material foi congelado até

o momento da concentragéo por centrifugagao.

Porto

io Gravatai

Arroio Feijo

Arroio Carvao

Arroio  Feijé: localizado
entre as cidades de Porto
Alegre, Alvorada e Viamao,
RS, BR.

Lagoa dos Quadios

4 km

BR-101—»

Arroio Carvao: Localizado no
Distrito de Barra do Ouro,
Maquiné, encosta leste da
Serra Geral, RS.




FIGURA 1. Localizagdo dos pontos de coleta dos arroios Feijo (A) e Carvao

(B).

FIGURA 2: Vista do ponto 1 do arroio Feijo.



FIGURA 3: Vista do ponto 2 do arroio Feijo.



FIGURA 4: Vista do ponto 3 do arroio Feijé6.



FIGURA 5: Vista do ponto 4 do arroio Feijé6.



FIGURA 6: Vista do ponto 5 do arroio Feijo.



FIGURA 7: Vista do ponto 1 do arroio Carvéo.



FIGURA 8: Vista do ponto 2 do arroio Carvao



FIGURA 9: Vista do ponto 3 do arroio Carvéo.



TABELA 1: Datas e pontos de coleta das aguas superficiais

Identificacdo das Data de coleta Local
Amostras
F1V 09/01/01 arroio Feij6
F2V 09/01/01 arroio Feij6
F3V 09/01/01 arroio Feij6
F4V 09/01/01 arroio Feij6
F5V 09/01/01 arroio Feijé
C1v 06/03/01 arroio Carvao
c2v 06/03/01 arroio Carvao
C3Vv 06/03/01 arroio Carvao
F1l 09/07/01 arroio Feijo
F2I 09/07/01 arroio Feijo
F3l 09/07/01 arroio Feijé
F4l 09/07/01 arroio Feijé
F5l 09/07/01 arroio Feijé
C1l 08/08/01 arroio Carvao
C2l 08/08/01 arroio Carvao
C3l 08/08/01 arroio Carvao

Os numeros de 1 a 5 indicam os respectivos pontos de coleta;
as letras F e C referem-se aos arroios Feij6 e Carvao,
respectivamente, bem como | e V referem-se a estacdes

inverno e verao.



3.2 MATERIAIS

Todos os meios de cultura foram preparados de acordo com as
recomendagdes dos fabricantes ou segundo a literatura, enquanto que o
preparo das solugbes para as extragdes de DNA seguiram Sambrook et al.
(1989) e as concentragdes utilizadas para PCR foram de acordo com Liu et al.

(1997).

Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) - BIOBRAS®
Agar Tripticaseina de Soja (TSA) - BIOBRAS®
R2A — preparado segundo Apha, 1998.

Caldo Verde Brilhante (Bile 2%) - BIOBRAS®
Caldo Lactosado - BIOBRAS®

Peptona de Soja - BIOBRAS®

- Reagentes para biologia molecular

Agarose - GIBCOBRL®

Brometo de etidio - GIBCOBRL®

Acrilamida — USB®

Bisacrilamida (Metilenobisacrilamida) - PHARMACIA BIOTECH®

Persulfato de Amoénio (APS) - MERCK®



N, N, N, N — Tetrametil — metileno — diamina (Temed) - PHARMACIA
BIOTECH®

Cloroférmio/ alcool isoamilico - MERCK®/ SYNTH®

Dodecilsulfato de sédio (lauril sulfato de sédio) SDS 10% - SYNTH®
EDTA sal dissédico - SYNTH®

Etanol - NUCLEAR®

Fenol/ cloroférmio - REAGEN®/ MERCK®

Isopropanol - NUCLEAR®

Lisozima — PHARMACIA BIOTECH®

Proteinase K 20 mg/mL - GIBCOBRL®

RNAse — PHARMACIA BIOTECH®

Solucéo de cloreto de sédio (NaCl) 1 Molar - MERCK®

TE 1X

- Reagentes utilizados na PCR

Taq polimerase - GIBCOBRL®, BIOTOOLS®, PROMEGA® e INVITROGEN®
DNA A - AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH®

Oligonucleotideos iniciadores - GIBCOBRL®

Solugéo de cloreto de magnésio 2,5mM - GIBCOBRL®

Solugédo de dNTPs 2,5mM - AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH®
Tamp&oTaq polimerase 10X - GIBCOBRL®, BIOTOOLS®, PROMEGA® e

INVITROGEN®



- Enzimas para clivagens
Alul (10 U/ul) - GIBCOBRL®
Rsal (10 U/ul) - GIBCOBRL®
Taq | (10 U/ul) - GIBCOBRL®

Tampdes para as enzimas 10X - /ul) - GIBCOBRL®

- Microrganismos utilizadas como controles positivos e negativos nas reagdes
da PCR

As bactérias utilizadas como controles positivos foram Enterococcus
sp., E. coli, Klebsiella sp., Listeria monocytogenes, Salmonella sp., Shigella sp.
e Staphylococcus sp. Como controle negativo para amplificagédo de eucariotos,
foi utilizado o fungo Metarhizium sp. Todos os microrganismos utilizados neste
trabalho foram provenientes da colecdo do Laboratério de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude - ICBS, do Departamento de

Microbiologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

3.3 METODOS

3.3.1 Determinagao de Coliformes Totais e Fecais

O método utilizado para a determinacdo do indice de coliformes
fecais e totais seguiu Apha (1998). Foram feitas 3 diluicdes (10 =", 10 2, 10 )
a partir de 10 mL de amostra em agua peptonada, a seguir adicionou-se 10 mL

da diluicdo 10° em cinco tubos de ensaio contendo caldo lactosado na



concentracédo dupla, 1 mL em cinco tubos contendo caldo lactosado na
concentragédo simples e 0,1 mL em cinco tubos contendo caldo lactosado na
concentracao simples. Os tubos foram incubados a 35°C durante 24-48 horas,
sendo a producdo de acido e gas, a partir da fermentacdo da lactose,
considerado resultado presuntivo positivo para bactérias do grupo coliforme.

A seguir efetuou-se a transferéncia de cada cultura com resultado
presuntivo positivo, para tubos contendo caldo verde brilhante bile 2% que
foram incubados a 35°C por 24-48 horas. A producdo de acido e gas a foi
considerado resultado confirmativo positivo para coliformes totais.

Para a verificar a presenca de coliformes fecais foram semeadas,
em placas contendo agar EMB, indculos dos tubos com resultado confirmativo
positivo, que foram incubados a 35°C por 24hs. Coldnias caracteristicas de E.
coli foram entdo transferidas para tubos contendo caldo lactosado na
concentragdo simples e incubados a 44,5°C por 24-48 horas. Inoculos de
tubos com producédo de gas foram submetidos ao teste de oxidase, o qual
evidencia a presenga da enzima citocromo-oxidase. Sendo considerados
coliformes fecais os que obtiveram resultados negativos para o teste. Os
indices de NMP/100mL sio determinados de acordo com a combinagao de
resultados positivos e negativos, dos testes feitos para as cinco repeticbes das
diluicbes 10mL, 1mL e 0,1mL a partir das amostras, que sao interpretadas a

partir da tabela para coliformes.

3.3.1.1 Contagem de Heterotroéficos



A metodologia empregada para a contagem de heterotréficos foi de
acordo com Apha (1998). Efetuou-se uma série de trés diluicbes de cada
amostra (10", 10 2 e 10 ), a seguir 1 mL de cada diluicdo foi plaqueada, em
duplicata, pelo método de semeadura em profundidade em agar R2A e
incubada a 35°C por 48-72 horas. Para efeito de registro foram consideradas

apenas as placas que produziram de 30 a 300 coldnias.

3.3.1.2 Diferenciagdao entre ambientes aquaticos poluidos de
nao poluidos
Tomou-se como referéncia para a determinagao de ambientes
aquaticos poluidos os padroes de balneabilidade brasileiros,
estabelecidos pelo artigo 26 da resolugao n° 20 do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA): Classe de Qualidade de Agua Doce n°2,
categoria de aguas satisfatorias para o padrao de balneabilidade. A qual
determina que, para aguas destinadas a recreag¢ao de contato primario

(natacao e mergulho), a contaminagao por coliformes fecais nao devera
exceder a 1000 unidades formadoras de colénia (UFC)/100mL.

3.4 Analise através do ARDRA

3.4.1 Extragao do DNA total

Neste trabalho, ndo foi feito enriquecimento prévio das amostras. Para a
concentracdo das células optou-se pelo método de centrifugagcédo, também
referido nos trabalhos de Arahal et al. (1996), Bond et al. (1995), Chin et al.
(1999), Dang & Lovell (2000), Qvreas et al. (1997) e Wise et al. (1997). Para
tanto utilizou-se tubos estéreis, sendo feitas séries de 50 mL a 3.800 g por 30
minutos mantidas a 4°C, em centrifuga refrigerada de bancada (SIGMA). O

precipitado foi ressuspendido e fracionado em aliquotas de 1mL e congelado



até seu processamento. O protocolo de extracdo foi adaptado de Liu et al.
(1997), onde a extracdo do DNA total foi feita utilizando-se trés aliquotas de 1
mL que foram concentradas por centrifugagdo a 20.600 g por 10 minutos. O
precipitado foi ressuspendido em 500 ul de TE 1X (10 mM tris, 1 mM EDTA). A
seguir foi adicionado lisozima (1,0 mg/L) incubando-se a 37°C por 30 minutos.
Apés foi acrescentado proteinase K (200ug/mL) e SDS (1%) com incubacéo a
37°C por 2 horas. Seguiram-se trés ciclos de congelamento e
descongelamento com posterior adigdo de cloreto de sédio (0,7M) incubado a
65°C por 20 minutos. O precipitado foi removido por extracdo com igual
volume de fenol/ cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). O DNA foi precipitado
com 1 volume de isopropanol em temperatura ambiente, seguido de
centrifugacédo por 10 minutos a 15.500 g. O precipitado foi lavado em etanol
70% e seco a temperatura ambiente por 24 horas. Apos foi ressuspendido em
50ul de TE 1X e estocado a —20°C para posterior manipulagéo.

Nos pontos 5 do arroio Feijé e 2 do arroio Carvao, foram testadas duas
metodologias adicionais para purificagdo do DNA extraido. A primeira
mediante passagem em coluna Wizard plus (PROMEGA®). Na segunda foi
adicionado 0,5 volume de acetato de amoénio 7,5 M com incubacdo em gelo
por 15 minutos, tendo-se como base os trabalhos de Lee et al. (1996) e de
Fortin et al. (1998) e Marchesi et al. (1998). Em ambos os casos o DNA foi
posteriormente precipitado, ressuspendido e estocado conforme as condi¢gdes

descritas anteriormente.



3.4.2 Quantificagao do DNA total por espectrofotometria

A quantificacdo do DNA total extraido foi feita por espectrofotémetro
(METROLAB). As leituras foram realizadas nos comprimentos de onda 260 nm
e 280 nm. A leitura de 260 nm permite calcular a concentracdo de acidos
nucléicos na amostra, onde a densidade éptica (D.O.) igual a um corresponde,
aproximadamente, a 50 ug/mL para DNA de fita dupla. A razdo entre a leitura
de 260 nm e 280 nm fornece a indicacédo de pureza do acido nucléico, sendo

os valores entre 1,5 e 1,8 correspondentes a uma preparagao pura de DNA.

3.4.3 Diluic6es do DNA para a aplicagao na PCR

As reacbes de PCR foram feitas a partir das seguintes condig¢oes:
para as amostras de verao, as extragdes provenientes das amostras de agua
dos pontos de 1 a 4 do arroio Feij6 foram diluidas em 6%; o ponto 5 do arroio
Feij6 e o ponto 2 do arroio Carvdo, passadas em coluna Wizard plus
(PROMEGA®) para a purificacdo do DNA, foram utilizadas na reagdo sem
diluicdo. As amostras dos pontos 1 e 3 do arroio Carvao, tratadas com acetato
de amodnio, foram diluidas a 6%. Para as reacgdes de inverno, quando todas as
extragdes foram feitas com acetato de aménio, efetuou-se diluicbes em 6, 30 e

50% para testes posteriores de amplificagao.

3.4.4 Amplificagao através da PCR do fragmento rDNA 16S
O protocolo utilizado para amplificagdo foi modificado de Liu et al.
(1997). Foram testadas enzimas Taq polimerase provenientes de quatro

fabricantes (BIOTOOLS®, PROMEGA®, GIBCOBRL® e INVITROGEN®). As



condigdes de amplificagao foram testadas a partir de um volume final de 30 pl
e apos estabelecidas, as reagdes foram feitas num volume final de 50 ul
contendo: Tampdo de reagdo 1X, deoxinucleotideo trifosfatado na
concentragdo de 2,5 mM (dNTPs) (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH®), 2,5
Mm MgCl,, oligonucleotideos iniciadores na concentracéo de 1uM, 1,5 unidade
de Taq polimerase, agua MilliQ esterilizada, 2 ul de DNA ( a quantidade de
DNA utilizado por reagcédo, em cada ponto de coleta dos arroios Feijé e Carvao,
esta apresentada nas tabelas 6 e 7, respectivamente). Foram testados dois
controles negativos, um para excluir a possibilidade de amplificagao a partir de
eucariotos, onde utilizou-se DNA do fungo Metarhizium sp, e outro no qual em
lugar de DNA foi adicionado 2 ul de agua MilliQ esterilizada. A sequéncia dos
oligonucleotideos iniciadores utilizados foi:

CCG TCAATT CCT TTRAGT TT (5 para 3’) — referéncia 16S RNA 926r

AGA GTT TGA TCC TGG ATA AG (5 para 3’) — referéncia 16S RNA 8f (Liu et
al., 1997). O fragmento amplificado esperado corresponde a 918 pb dos 1500
pb, do gene rDNA 16S.

As amplificacbes foram realizadas em dois termociladores: TECHNE-
PROGENE e MJ REASEARCH - MINICYCLER, de acordo com as seguintes
condic¢des: 1 ciclo de 3 minutos a 94°C para desnaturacido do DNA; 38 ciclos
de: 1 minuto a 94°C; 1 minuto a 57°C (para o primeiro aparelho) ou a 56°C
(para o segundo) para o anelamento dos oligonucleotideos iniciadores; 2

minutos a 72°C e 1 ciclo para extenséo final de 5 minutos a 72°C.



3.4.5 Analise dos produtos da PCR em gel de agarose 0,8%

Os fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese de gel de
agarose 0,8% com brometo de etidio (0,5ng/mL). A visualizagdo dos
fragmentos foi feita em transiluminador, sob luz ultravioleta. Os géis foram

fotografados com auxilio de uma cémara digital (KODAK — DC120).

3.4.6 Clivagem com as enzimas de restricao

Neste estudo foram utilizadas as enzimas de restricido ou
endonucleases de restricdo de corte frequente Alu |, Rsa | e Taq |, que
reconhecem sequéncias palindrémicas de quatro pares de bases.

As enzimas foram utilizadas em 100 pul do produto amplificado. Este
foi previamente precipitado com 1/10 do volume com acetato de sdédio 3 M e 2
volumes de etanol 90%, incubado por 30 minutos a —20°C, seguido de
centrifugacédo a 20.600 g. O precipitado foi lavado em etanol 70% e apds
secagem a temperatura ambiente, foi ressuspendido em 10 ul de TE 1X.

As reacgbes de clivagem foram realizadas adicionando-se 7
unidades de cada enzima em 10 ul do DNA ressuspendido, 1,5 ul de tampao
da enzima e completado um volume final de 20 ul com agua MilliQ esterilizada.
As reacgdes foram incubadas por 2 horas nas temperaturas recomendadas
pelos fabricantes (37°C para as enzimas Alul e Rsal e 65°C para Taql). Todas
as reagdes foram submetidas a uma incubacdo complementar de 2 horas,

sendo adicionadas mais 7 unidades de cada enzima para cada reacéo.



3.4.7 Analise dos fragmentos apés clivagem com as enzimas de
restricao

Os fragmentos clivados foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 8%, preparados segundo Sambrook et al. (1989) e corados com
brometo de etidio. A visualizagcdo foi feita em transiluminador, sob luz
ultravioleta. As imagens digitalizadas foram analisadas no programa KODAK
1D IMAGE ANALYSIS em microcomputador. Os tamanhos dos fragmentos do
DNA clivado, foram determinados tendo-se como padrao os marcadores DNA

Lambda clivado com EcoRI/Hind Il e com Pstl.

3.4.8 Analise estatistica
Toda analise foi realizada pelo programa SPSS (Statistics package for
social science) . Os dendrogramas foram construidos a partir de uma matriz de
similaridade de dados de distédncia euclidiana utilizando-se o UPGMA
(Unweighted pair-group method using and arithmetic avarage). O indice de

similaridade foi calculado através do indice de Dice.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise bacteriolégica da agua

41.1 Determinacao do numero mais provavel de coliformes
fecais e totais

A analise do indice de coliformes, realizada pela técnica do numero
mais provavel (NMP) por fermentagdo em tubos multiplos, evidenciou que
tanto para as coletas realizadas durante o verdo (janeiro) quanto para o
inverno (julho) de 2001, os pontos de 1 a 4 do arroio Feijo apresentaram altos
niveis de contaminagdo por coliformes totais e fecais, tendo o ponto 3
superado os demais em contaminagédo fecal, na coleta de inverno. Os valores
referentes aos 4 primeiros pontos de coleta ficaram acima dos limites
estabelecidos para balneabilidade de acordo com a Resolugdo n° 20 do

CONAMA. O ponto 5 manteve baixos niveis de contaminagao por coliformes



totais e fecais, quando comparado aos demais pontos. Sendo o unico ponto do
arroio Feij6 que apresentou-se abaixo dos limites para balneabilidade, tanto no
verao quanto no inverno. Tal resultado era esperado, haja visto que este ponto
situa-se proximo a uma das nascentes, sendo um local com baixo nivel de
ocupacgao populacional. As comparacdes podem ser feitas com o auxilio das
tabelas 2 e 3. Os altos indices de contaminagéao fecal verificados nos pontos 1
a 4 do arroio Feijo, tanto no verdo quanto no inverno, justificam-se em funcao
destes estarem localizados em areas onde ha emissdo de esgotos sem
tratamento prévio, assim como criagdo de animais.

No arroio Carvao, tanto para as coletas realizadas durante o verao
(margo) quanto no inverno (agosto) de 2001, os trés pontos apresentaram
indices inferiores aos estabelecidos pelo CONAMA para balneabilidade, tendo
o ponto 2 apresentado sempre o menor nivel de contaminacéo por coliformes
fecais. As tabelas 4 e 5 apresentam os valores das analises bacteriolégicas de
verao e inverno, respectivamente, para o arroio Carvéo. Os baixos indices de
contaminagao fecal registrados para o arroio Carvao refletem o melhor estado
de preservacdo ambiental da regido onde esta localizado, porém verificou-se
um aumento no indice de coliformes fecais no inverno em relagéo ao veréo,

possivelmente por contaminagdo animal em func&o do transito de gado.

4.1.2 Contagem de bactérias heterotréficas
Para o arroio Feijo, os resultados da contagem de heterotréficos

mostraram distribuicdo homogénea para os 4 primeiros pontos de coleta,



tanto no verao quanto no inverno, apresentando valores superiores em
relagdo ao ponto 5, a exemplo do que ocorreu com o indice de coliformes
(tabelas 2 e 3).

Os dados referentes ao arroio Carvéao (tabelas 4 e 5) mostraram
uma distribuicdo semelhante durante as coletas realizadas no verao, enquanto
que no inverno, um aumento no numero de microrganismos no ponto 1, em
relagdo aos pontos 2 e 3 pode ser observado (tabela 5). Por outro lado, os
indices de coliformes demonstraram que estes resultados nao tiveram relagao
com uma maior contaminacao fecal nesta coleta, uma vez que o maior indice
de coliformes fecais foi observado no ponto 3 (Tabela 5 ).

A comparagdo dos resultados da contagem de bactérias
heterotréficas e de coliformes totais e fecais do arroio Feijo, revelam um indicio
de que locais que recebem um maior aporte de substancias organicas (tais
como esgoto), apresentam maior quantidade de microrganismos. Resultado
encontra concordancia com o trabalho de Cho & Kim (2000), onde
constataram o aumento na diversidade da comunidade bacteriana em
aquiferos em fung&o da contaminagéo por esterco de gado.

A partir dos resultados elegeu-se o arroio Feijé como ambiente aquatico
poluido e o Carvao como ambiente aquatico ndo poluido e os dois serviram

como modelo nas analises moleculares.



Tabela 2: Dados de coliformes e bactérias heterotréficas dos pontos de
coleta situados no arroio Feijo, coleta de verao (janeiro) de

2001
Ponto Temperatura CT CF H
PH (°C) (UFC/100mL) (UFC/100mL) (UFC/mL)

1 7,5 34 >1,6x10° 2,8x10° 6,9x10°
2 7,0 33 >1,6x10° 1,7x10° 5,9x10°
3 6,5 31 >1,6x10° 3,5x10° 4,7x10°
4 7,0 32 2,8x10° 2,2x10* 2,1x10°
5 55 23 5,0x10° 5,0x10? 3,0x10°

CT: Coliformes Totais; CF: Coliformes Fecais; H: Bactérias Heterotroficas

Tabela 3 : Dados de coliformes e bactérias heterotréficas dos pontos de
coleta situados no arroio Feijo, coleta de inverno (julho) de

2001
Ponto oH Temperatura CT CF H
(°C) (UFC/100mL) (UFC/100mL)  (UFC/mL)

1 7,5 17 1,6x108 1,6x10* 6,2x10°
2 7,5 18,5 3,0x10° 2,6x10* 3,3x10°
3 7,5 18 1,6x108 3,8x10° 7,6x10°
4 7,5 16,5 2,2x10° 4,0x10* 1,9x10°
5 6,5 17 3,0x10? 20 1,0x10°

CT: Coliformes Totais; CF: Coliformes Fecais; H: Bactérias Heterotroficas

Tabela 4: Dados de coliformes e bactérias heterotréficas dos pontos de
coleta situados no arroio Carvao, coleta de verao (mar¢o) de

2001
Ponto H Temperatura TC CF H
b (°C) (UFC/100mL) (UFC/100mL) (UFC/mL)

1 77 22 1,6x10° 26 3,5x10°




2 7.9 22 1,6x10° 7 3,9x10°
3 7.9 22 1,6x10° 12 4,1x10°

CT: Coliformes Totais; CF: Coliformes Fecais; H: Bactérias Heterotroficas

Tabela 5: Dados de coliformes e bactérias heterotréficas dos pontos de
coleta situados no arroio Carvao, coleta de inverno (agosto) de

2001
Ponto H Temperatura CT CF H
P (°C) (UFC/100mL) (UFC/100mL)  (UFC/mL)
1 55 16 1,6x10° 1,7x10? 1,7x10*
2 55 16 5,0x10? 80 2,7x10°
3 55 16,5 9,0x10? 2,4x102 1,0x10°

CT: Coliformes Totais; CF: Coliformes Fecais; H: Bactérias Heterotroficas

4.2. Analise molecular

4.2.1 Extragao do DNA total

Os resultados obtidos apdés a analise em espectrofotdmetro,
revelaram uma grande variacdo na concentracdo de DNA extraido das
amostras provenientes do arroio Feijo, tanto para as coletas de verdo quanto

de inverno, com excegao aos pontos 3 e 5 onde observou-se uma certa



constancia (Tabela 6). Por outro lado as amostras do arroio Carvao esta
variacao foi bastante inferior (Tabela 7).

A diminuicdo da quantidade de DNA extraida das amostras de
inverno nos pontos 1, 2 e 4 do arroio Feijo em relagdo ao verao, possivelmente
deva ter ocorrido devido a presenga de inibidores que influenciaram a
eficiéncia do processo de extragdo, uma vez que o numero de bactérias
heterotréficas esteve muito proxima nas duas épocas de coleta (tabelas 2 e 3).
Tabela 6. Concentracao de DNA extraido das amostras dos 5 pontos de coleta

do arroio Feijo, obtidos através de espectrofotometria.

Pontos de Coleta  Coletas de Verdo (ng/ul)  Coletas de Inverno (ng/ul)

1 230 80
2 330 50
3 390 300
4 362 60
5 30 50

Tabela 7. Concentracado de DNA extraido das amostras dos 3 pontos de coleta

do arroio Carvéao, obtidos através de espectrofotometria.

Pontos de Coleta  Coletas de Verdo (ng/ul)  Coletas de Inverno (ng/ul)




1 100 60

4.2.2 Preparacao do DNA para a PCR
Durante os primeiros ensaios da PCR, somente foi visualizada

amplificacdo dos pontos 1 a 4 do arroio Feijé (provenientes das coletas de
verao) e dos controles positivos. Esta observagcéo nos permitiu concluir que a
nao amplificacdo dos demais pontos de coleta foram, possivelmente, devido a
presenca de contaminantes provenientes da matéria organica em
decomposi¢cdo, como acidos humicos (Tavares et al., 1996). Estes elementos
sado reconhecidos como fortes inibidores da PCR e podem ser co-extraidos
com os acidos nucléicos (Jacobsen, 1995; Kreader, 1996; Lee et al., 1996;
Sorci et al., 1999; Wintzingerode et al., 1997)

Varias metodologias s&o propostas para a remocado de substancias
hamicas ou para evitar seu efeito inibidor, durante ou apdés o processo de
extragdo. Volossiouk et al. (1995) trabalhando com extragcdo direta de
amostras de solo, diluiram o DNA extraido em 50 vezes para evitar estas
substancias inibidoras, apontando a diluigio como uma estratégia eficiente
para se evitar a acao inibidora de contaminantes. Trabalhos como os de Lee et

al. (1996) e Fortin et al. (1998) apontam o tratamento com 1,5 e 7,5M de



acetato de aménio durante a extracdo para a precipitacdo de proteinas e
acidos humicos. Outros autores referem tratamentos com BSA (Bovine Serum
Albumin) ou CTAB (Cetyltrimethyl Ammonium Bromide), como métodos para
evitar a acdo dos contaminantes (Kreader, 1996; Sorci et al., 1999; Volossiuok
et al.,1995; Wintzingerode et al., 1997). A passagem do DNA extraido em
colunas Sephadex ou utilizagdo de kits de purificagdo (Borneman et al., 1996;
Cho & Kim, 2000; Dumbar et al., 2001), também sao alternativas de
purificacao.

Neste trabalho foram testadas duas metodologias, a primeira em que foi
adicionado o acetato de aménio apds a incubacdo com SDS e proteinase K e a
segunda através da passagem do DNA extraido em coluna Wizard plus
(PROMEGA®). Como resultado observou-se amplificacdo das amostras
passadas em coluna, sem a necessidade de diluicdo. Porém para obtermos
amplificacdo das amostras submetidas ao tratamento com acetato de amodnio,
foi necessaria repetir a extragao com fenol/ cloroféormio/alcool isoamilico, bem
como diluir as amostras em 50 ou 6%. De modo que todas as demais
extracbes foram feitas utilizando-se tratamento com acetato de amdnio,
seguido de duas extragbes com fenol/ cloroférmio/alcool isoamilico e
preparagao de aliquotas com dilui¢ées de 50 e 6%.

Os resultados das amplificagdes obtidas a partir das amostras de verao,
nao foram repetidos com a mesma eficiéncia entre as amostras de inverno.
Apesar de ter sido observado amplificacdo nas amostras de todos os pontos
de coleta, algumas reag¢des nédo apresentaram-se reproduziveis durante todas

as reacdes necessarias, de modo que a quantidade de produto da PCR para



estes pontos ndo foi suficiente para que se pudesse realizar as clivagens.
Resultados satisfatérios e constantes, s6 foram observados para os pontos 1,
3 e 4 do arroio Feij6 e para o ponto 3 do arroio Carvao (dados n&o mostrados).

Algumas possiveis causas para a dificuldade de amplificacdo das
amostras ambientais de inverno, podem estar relacionadas ao tamanho do
fragmento a ser amplificado, de aproximadamente 918 pb. Suzuki &
Giovannoni (1996) observaram em seu trabalho a maior eficiéncia na
amplificagdo, ao utilizarem um par de oligonucleotideos iniciadores que
produziam um fragmento de aproximadamente 311 pb, em relagdo a um outro
que gerava um fragmento de aproximadamente 887 pb. Os mesmos sugerem
que a Taq DNA polimerase possa ndo ser muito eficiente na amplificagdo de
fragmentos longos. Os autores ressaltam ainda o fato de que longas moléculas
de DNA reconhecem fitas complementares numa taxa mais elevada do que
fitas menores, assim o reanelamento do DNA ocorreria com maior frequéncia
que a reagao com os oligonucleotideos.

Entre outros fatores que possam ter influenciado na eficiéncia e
reprodutibilidade da PCR, pode-se citar a propensao de fitas-simples do rDNA
16S amplificado em formarem estruturas secundarias durante a extensdo do
produto, conforme relatam Polz & Cavanaugh (1998) e Suzuki & Giovannoni
(1996). Da mesma forma o conteudo gendémico de G+C pode variar
amplamente entre populagdes microbianas, podendo influenciar nos processos
de desnaturagdo das fitas de DNA molde e de hibridizagdo com
oligonucleotideos iniciadores degenerados. Outro fator que deve ser levado

em consideragdo € a baixa concentragdo de DNA molde nas amostras de



inverno, o que é referido por Polz & Cavanaugh (1998), onde relatam a falta de
reprodutibilidade em testes realizados em reacbes com baixas concentragdes

de DNA molde.

4.2.3 Condicoes de amplificagao

Objetivando—se ajustar as condigdes de reacao da PCR, foram testadas
diferentes concentracbes de cloreto de magnésio (1,5mM, 2mM, 2,5mM e
3mM), onde os melhores resultados foram obtidos com 2,5mM de MgCls.
Visando aumentar a concentracao de produto amplificado, foram estendidos os
tempos de desnaturacido e de anelamento, bem como o numero de ciclos
estabelecidos por Liu et al. (1997). Tendo-se atingido os melhores resultados
com 38 ciclos e tempos de desnaturacdo e de anelamento de 1 minuto, com
extensdo final de 5 minutos. Durante o desenvolvimento do trabalho observou-
se que enzimas Taq polimerase provenientes de diferentes fabricantes podem
requerer pequenos ajustes na concentragcdo de cloreto de magnésio e na
temperatura de anelamento. Também foi observado a amplificacdo do controle
negativo (isento de DNA) quando utilizada a enzima da marca BIOTOOLS®.
Devido a dificuldade de eliminagdo do contaminante, sugerimos que a origem
do mesmo tenha sido resultante da copurificagdo de acido nucléico durante o
processo de producdo da enzima. Como a enzima utilizada foi expressada
como uma proteina recombinante em E. coli, esta pode ser origem da
contaminagao por DNA, como resultado da purificacdo incompleta da enzima,

durante sua extragdo. Esta contaminacido ja foi referida nos trabalhos de



Wintzingerode et al. (1997) e Corless et al. (2000), neste ultimo constam
algumas estratégias para superar o problema, como tratamento por meios
fisico, quimico e enzimatico (n&o experimentados neste trabalho).

No entanto a amplificagdo do controle negativo péde ser eliminada por
meio da diminuigdo da concentragdo de enzima aplicada na reagcdo ou com a
diminuicdo do numero de ciclos. Porém observou-se a consequente
diminuigao da eficiéncia da reagao, optou-se assim pela troca do fabricante da
enzima.

Em testes posteriores foram utilizadas enzimas dos fabricantes
PROMEGA® , GIBCO BRL® e INVITROGEN®. Nestas n&o foram constatadas
amplificacdo do controle negativo, sendo assim, utilizou-se a segunda e
terceira marcas para as demais reagdes. Sob as condicdes de amplificagcao
descritas em materiais e métodos.

Com relacdo aos termocicladores utilizados, constatou-se a
necessidade de reducdo em 1°C da temperatura de anelamento quando
utilizado o aparelho MJ REASEARCH - MINICYCLER. Possivelmente a
diminuicdo da temperatura deveu-se a utilizacao, neste equipamento, de tubos
Eppendorf de 200 pul os quais além do menor volume, apresentam também
uma espessura menor dos que os de 500 pl utilizados no aparelho TECHNE —
PROGENE. O que sugere uma melhor distribuicado da temperatura, facilitando
assim o anelamento dos oligonucleotideos aos sitios do DNA molde. Nao foi
observada diferenca na especificidade ou na eficiéncia das reacdes, quando
estas foram realizadas sob aquecimento apenas na regiao inferior do tubo ou

nas regides inferior e superior. Optou-se no entanto pela ultima por ndo haver



a necessidade de aplicagdo de 6leo mineral a reacdo. A figura 10 mostra o
resultado da amplificacdo do segmento de aproximadamente 918pb do gene
rDNA 16S a partir de extracdes de DNA total dos isolados utilizados como
controles positivos: Escherichia coli e L. monocytogenes, e dos pontos de
coleta F1V, F3V, C2V, C3V, C3l, F1l, F3Il, do fungo utilizado como controle
negativo para amplificagdo de eucariotos: Metarhizium sp. e do controle

negativo isento de DNA .

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

918 pb

FIGURA 10. Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de
etidio com os resultados da amplificagdo do segmento de
aproximadamente 918 pb do rDNA 16S. (1) marcador A Hind Il e
EcoRI; (2) Escherichia coli; (3) L. monocytogenes; (4) F1V; (5)
F3V; (6) C2V; (7) C3V; (8) C3I; (9) F1lI; (10) F3I; (11) Metarhizium

sp., controle negativo; (12) controle negativo isento de DNA.



4.2.4 Clivagem com enzimas de restricao
Os resultados obtidos com as clivagens a partir dos produtos da PCR,
utilizando a enzima Rsa | podem ser observados nas figuras 11, 12 e 13, e
com Taq | nas figuras 14 e 15. A andlise das amostras ambientais clivadas
com a enzima Alu | ndo foi possivel devido a degradagao do DNA, verificada

ap6s o tratamento enzimatico.
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verdo e dos padrbes com a enzima de restricdo Rsa |. 1)
marcador A/ Pst |, 2) Salmonella sp.; 3) L. monocytogenes; 4)
Staphylococcus sp.; 5) E. coli; 6) Shigella sp.; 7) Enterococcus
sp. (ndo clivado); 8) F1V; 9) F2V; 10) F3V; 11) F4V; 12) C3V (ndo

clivado); 13) marcador A/ Hind Ill e EcoR |
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FIGURA 12. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com brometo de
etidio, com o resultado da clivagem das amostras ambientais de
verdo e inverno e dos padrbes com a enzima de restricdo Rsal.
1) marcador A/ Hindlll e EcoRI; 2) C3l; 3) F4l; 4) F3l. 5) F1l; 6)
C3V; 7) C2V; 8) C1V; 9) F5V; 10) Klebsiella sp. (n&o clivado); 11)

Enterococcus sp. (nao clivado); 12) marcador A/ Pst |
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FIGURA 13. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com brometo de
etidio, com o resultado da clivagem das amostras ambientais de
verdo e dos padrbes com a enzima de restricdo Rsal. 1)
marcador A/ Pst |; 2) Salmonella sp.; 3) Listeria monocytogenes;
4) Staphylococcus sp.; 5) E. coli; 6) Shigella sp.; 7) F1V; 8) F2V;
9) F3V; 10) F4V; 11) F5V; 12) C1V; 13) C2V; 14) C3V; 15)

marcador A/ Hind Ill e EcoR |.
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FIGURA 14. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com brometo de
etidio, com o resultado da clivagem das amostras ambientais de
verao e dos padrbes com a enzima de restrigido Taq |. 1)
marcador A/ Pst |; 2) Salmonella sp.; 3) L. monocytogenes (nao
clivado); 4) Staphylococcus sp. (nao clivado); 5) E. coli; 6)
Shigella sp.; 7) Enterococcus sp.; 8) Klebsiella sp. 9) F1V; 10)
F2V; 11) F3V; 12) F4V; 13) F5V; 14) C1V; 15) C2V; 16) C3V; 17)

marcador A/ Hind lll e EcoR |.
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FIGURA 15. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com brometo de
etidio, com o resultado da clivagem das amostras ambientais de
inverno e dos padrées com as enzimas de restricdo Taq |
(canaletas 2 a 7) e Alu | (canaleta 8). 1) marcador A/ Hind Ill e
EcoR 1; 2) C3I; 3) F4l; 4) F3I; 5) F1l; 6) Staphylococcus sp. (nao
clivado); 7) L. monocytogenes (nao clivado); 8) Klebsiella sp. (ndo

clivado); 9) marcador A/ Pst I.



A analise dos tamanhos dos fragmentos de clivagem obtidos a partir
do DNA de bactérias revelou que, com excecdo aos produtos obtidos de L.
monocytogenes e Staphylococcus sp. clivados com a enzima Rsal, ocorreram
clivagens parciais em todas as demais culturas, com todas as enzimas
utilizadas. Esta constatagdo indica que clivagens parciais possivelmente
ocorreram também com as amostras ambientais testadas.

Fatores que podem distorcer os padrbes de clivagem sao referidos
em trabalhos como o de Cho & Kim (2000) onde relatam que a tipagem de
produtos de clivagem pode ser influenciada, entre outros fatores, pela
eficiéncia e seletividade na extragdo do DNA, bem como pela formacédo de
artefatos durante a PCR. Wintzingerode et al. (1997) e Waterhouse & Glover
(1993), sugerem que polissacarideos como peptideoglicano permanecem
ligados ao DNA, mesmo apos tratamentos com fenol-cloroformio ou altas
concentragdes de sais. Estas moléculas teriam influéncia sobre a eficiéncia de
algumas enzimas de restricdo, impedindo o acesso destas a certos sitios de
clivagem. Waterhouse & Glover (1993) fizeram suas observagdes trabalhando
com rDNA 16S de Bacillus subtilis, bactéria Gram-positiva. Apesar de terem
sido constatadas clivagens parciais tanto com bactérias Gram-positivas
quanto Gram-negativas, foi verificado uma dificuldade maior de clivagem nas
reacbes que envolveram as primeiras, uma vez que nao foi possivel a
clivagem de Enterococcus sp. com Rsal (figura 11) e de Staphylococcus sp.

com Tagql (figura 14).



Suzuki et al. (1998) comentam sobre a heterogeneidade no
tamanho de moléculas amplificadas devido a insergdes e delegdes em regides
variadas do genoma. Enquanto Farrelly et al. (1995) advertem que diferengas
em numero e tipos de operons rrn tém sido detectadas em espécies muito
proximamente relacionadas e até mesmo em linhagens de uma mesma
espécie. No trabalho de Nusslein & Tiedje (1998) onde houve amplificagdo de
mais de um fragmento em produtos de PCR obtidos de algumas cepas devido,
segundo os autores a heterogeneidade destes operons. Desta forma variagdes
que tenham vindo a afetar sitios de clivagem das enzimas, podem ter
ocasionado distor¢des nos resultados das digestdes enzimaticas.

Pode-se considerar ainda como origem de fragmentos
visualizados nos géis de poliacrilamida, possiveis contaminagdes com DNA
plasmidial co-extraido com o DNA cromossomal, assim como amplificagdes
inespecificas ou artefatos que n&o foram visualizados em gel de agarose
durante a otimizagao da PCR.

Apesar da constatagao de clivagens parciais e da possivel formacéo de
artefatos durante a PCR, houve uma diferenciacdo molecular entre os arroios
Feij6 e Carvao, nos géis pode-se observar padrdes distintos eles (figuras 11,
12, 13, 14, 15). Para uma melhor analise optou-se por agrupar os dados em
graficos, onde foram inseridos os valores dos tamanhos de fragmentos obtidos
e 0 numero de pontos de coleta de cada arroio onde foram observados.
Observa-se para todas as enzimas utilizadas a presenga de fragmentos unicos
provenientes tanto das amostras do arroio Feij6 quando do Carvéao (figuras

16,17,18 e 19).



M arroio Feij6o

M arroio Carvao

N° de

pontos de

873 845 835 753 737 520 485 440 433 367 314 252 175 134 125

Tamanho dos fragmentos

FIGURA 16. Ocorréncia de fragmentos em relagdo ao numero total de pontos
de coleta, a partir da clivagem das amostras de verdo com a
enzima Rsal, no eixo do y numero de pontos de coleta onde
foram observados os fragmentos e no eixo do x tamanho dos

fragmentos observados.
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M arroio Carvao

FIGURA 17. Ocorréncia de fragmentos em relacdo ao numero total de
pontos de coleta, a partir da clivagem das amostras de verao
com a enzima Taql, no eixo do y numero de pontos de coleta
onde foram observados os fragmentos e no eixo do x

tamanho dos fragmentos observados.



M arroio Feijé
N° de

M arroio Carvéao (ponto3)
pontos de

874 867 848 481 486 493 445 182 176 140

Tamanho dos fragmentos (pb)

FIGURA 18. Ocorréncia de fragmentos em relagdo ao numero total de pontos
de coleta, a partir da clivagem das amostras de inverno com a
enzima Rsal, no eixo do y numero de pontos de coleta onde
foram observados os fragmentos e no eixo do x tamanho dos

fragmentos observados.



M arroio Feijo
2 M arroio Carvéo

N° de
pontos de

818 806 793 764 734 720 700 686 672 628 558 525 176 125

FIGURA 19. Ocorréncia de fragmentos em relagao ao numero total de pontos
de coleta, a partir da clivagem das amostras de inverno com a
enzima Tagql, no eixo do y numero de pontos de coleta onde
foram observados os fragmentos e no eixo do x tamanho dos

fragmentos observados.



Através dos graficos referentes as clivagens com Rsal e Taql das
amostras de verdo e inverno, constatou-se que houveram padrbes de
fragmentos distintos tanto para o arroio Feijé (figuras 16 e 18) quanto para o
Carvao (figuras 17 e 19). Pela anélise das figuras pode-se observar uma maior
riqueza de fragmentos obtidos das amostras de verdo, quando apesar terem
sido feitas a partir de um maior numero de pontos de coleta que no inverno,
nos permite afirmar que houve uma mudanga sazonal na composi¢cao das
comunidades dos dois ambientes, principalmente nas clivagens com Rsal.
Desta forma, indicamos a enzima Rsal como mais eficiente na distingdo entre
os modelos de ambientes aquaticos poluidos e ndo poluidos utilizados neste
trabalho.

Pode-se constatar também um maior numero de fragmentos nas
amostras oriundas do arroio Feij6, o que pode refletir uma maior diversidade
na composicao das comunidades bacterianas, visto que neste arroio foram
registrados indices de bactérias heterotréficas superiores ao Carvao (tabelas
2, 3,4 e 5). Por outro lado, a amplificagdo pode ter sido mais eficiente para as
bactérias presentes neste ambiente, uma vez que os oligonucleotideos
iniciadores foram sintetizados a partir de E. coli e este arroio apresenta maior
contaminagao de bactérias relacionadas a poluigdo de origem fecal do que o

Carvéo (tabelas 2, 3, 4 e 5).



4.2.5 Analise filogenética

Foram construidos dendrogramas para cada enzima testada, onde
foram analisadas em conjunto as distadncias Euclidianas e o grau de
similaridade entre os diferentes pontos de coleta dos arroios Carvao e Feijé.

Na figura 20 , estédo representados os agrupamentos das amostras de
verao, feitos a partir da clivagem com a enzima Rsal. Neste dendrograma
podemos observar a formacdo de dois grandes grupos onde houve uma
separagao entre os pontos de maior contaminagao fecal (F1V, F2V, F3V e
F4V) daqueles de menor contaminagao (C1V, C2V, C3V e F5V). Numa analise
mais apurada podemos subdividir os grupos maiores em quatro grupos
menores, um com os pontos F2V e F3V com um indice de similaridade de
0,95; outro com os pontos F1V e F4V com indice de similaridade de 0,62; outro
com os pontos C1V e F5V com indice de similaridade de 0,75 e um ultimo
grupo que reune os pontos C2V e C3V com indice de similaridade de 0,2.
Comparando-se os indices de similaridade do ponto F5V aos pontos do arroio
Carvao observou-se uma variagao de 0,75 a 0,28, enquanto que comparado
aos demais pontos do arroio de origem esta variagdo foi de no maximo 0,18.
Portanto, a partir da clivagem das amostras de verdo com a enzima Rsal,
verificou-se uma distingdo filogenética entre os pontos com menores indices
de contaminagao fecal (pontos 1 a 3 do arroio Carvéo e ponto 5 do Feijd)
daqueles em que estes indices sdo mais elevados (pontos 1 a 4 do arroio

Feijo).



A analise da figura 21, verifica-se que, apds a clivagem das amostras
de verdo com a enzima Taql observa-se a formacéo de quatro agrupamentos.
Existe uma tendéncia de agrupamentos distintos entre os pontos de cada
arroio, onde os pontos F1V e F2V apresentam indice de similaridade de 0,44 e
os pontos F3V e F4V de 0,77. Enquanto que os pontos C2V e C3V tém como
indice 0,66. No entanto os pontos C1V e F5V apresentaram baixa similaridade
em relagdo aos demais pontos de seus respectivos arroios de origem, formado
um grupo distinto com indice de similaridade de 0,33. Para a enzima Taql,
apesar de haver pequenos agrupamentos entre pontos com alta contaminagao
fecal e outros com pontos de menor contaminagdo, nao houve uma distingao
clara entre os modelos ambientais utilizados.

Com relagao as analises de inverno feitos a partir da clivagem com Rsal
(figura 22), formam-se trés agrupamentos, onde pode-se observar o
distanciamento entre o ponto C3l (unico representante do arroio Carvao), dos
pontos F1l, F3l e F4l. Os resultados indicam ainda uma variagado sazonal nas
comunidades do ponto F1 em relagcédo ao F3 e F4, verificada pelos indices de
similaridade quando comparados os agrupamentos referentes as clivagens de
veréo e inverno. No verdo o ponto F1 apresentou um indice de similaridade de
0,63 com o ponto F3 e de 0,62 com o F4, no inverno este indice aumentou
para 0,66 em relacdo ao F3 e baixou para 0,5 em relacdo ao F4. Entretanto, o
indice de similaridade entre os pontos 3 e 4 praticamente n&o variou (0,58 no
veréo para 0,57 no inverno).

No dendrograma representado na figura 23 podem ser examinados os

resultados das clivagens de inverno das amostras ambientais com a enzima



Taql. Entre os trés agrupamentos observados, constatou-se a formagado de um
grupo distinto onde estédo reunidas apenas os pontos do arroio Feijé, havendo
portanto uma distincdo entre os dois modelos utilizados. Esta constatacido é
prejudicada face a amplificacdo de apenas um ponto do arroio Carvao, o que
da pouco suporte a comparagdo. Também foi observado uma alteragao
sazonal entre os pontos do arroio Feijé, onde houve uma variagdo nos indices
de similaridade entre os pontos F1 e F3 de 0,23 no verdo para 0,4 no inverno,
entre o F1 e F4 de 0,21 no verao para nenhuma no inverno e entre F3 e F4 de

0,77 no verao para 0,4 no inverno.

Distancia Euclidiana

FIGURA 20. Dendrograma da analise do rDNA 16S clivado com Rsal, das

amostras de verao dos arroios Feij6é e Carvao.
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FIGURA 21. Dendrograma da analise do rDNA 16S clivado com Taql, das

amostras de verao dos arroios Feijoé e Carvéo.
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FIGURA 22. Dendrograma da analise do rDNA 16S clivado com Rsal, das

amostras de inverno dos arroio Feijo e Carvao.
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FIGURA 23. Dendrograma da analise do rDNA 16S clivado com Taql, das

amostras de inverno dos arroios Feijo e Carvao.



Foram construidos também dois dendrogramas reunindo os resultados
das clivagens de verdo e de inverno, com as duas enzimas utilizadas (figuras
24 e 25, respectivamente). Na figura 24 observa-se os resultados das
clivagens de verdo, onde houve uma clara distingdo entre os modelos
utilizados. Apesar de terem havido alteragdes na composicao dos
agrupamentos, quando comparados os resultados das clivagens individuais
das enzimas com os referentes aos da reunido das clivagens com as duas
enzimas, obteve-se dois agrupamentos maiores reunindo, um os pontos de
menor contaminagao fecal (C1V, C2V, C3V e F5V) e outro os de maior
contaminagao fecal (F1V, F2V, F3V e F4V). Mantendo-se assim a
diferenciagao filogenética constatada na analise a partir da clivagem com a
enzima Rsal (figura 20).

Na figura 25 o dendrograma representa a reunido dos fragmentos
obtidos das clivagens de inverno dos ponto 3 do arroio Carvéo e dos pontos 1,
3 e 4 do Feij6 com as duas enzimas (Rsal e Taql). O dendrograma repete a
configuragcéo estrutural obtida da clivagem onde utilizou-se apenas a enzima
Rsal (figura 22). N&o evidenciando portanto, uma distingdo entre os dois
modelos utilizados neste trabalho e indicando assim a necessidade de um
numero maior de amostras, para uma comparacdo adequada com os

resultados obtidos a partir das analises de verao.
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FIGURA 24. Dendrograma da analise do rDNA 16S clivado com Rsal e Taql,

das amostras de verao dos arroios Feij6 e Carvao.
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FIGURA 25. Dendrograma da analise do rDNA 16S clivado com Rsal e Taql,

das amostras de inverno dos arroios Feij6 e Carvao.

Foi observada uma tendéncia do método de agrupamento
(UPGMA) em dispor amostras com numeros baixos e altos de fragmentos em
grupos distintos, possivelmente tenha influenciado no agrupamento das
amostras ambientais com os isolados. E de se supor que um padrdo de
fragmentos mais rico indigue uma maior diversidade na composi¢cao das
comunidades, de forma que esta metodologia mostra-se relevante para as
analises ambientais. Tal suposi¢cdo encontra suporte no trabalho de Cho & Kim
(2000), que analisaram o aumento da diversidade bacteriana em aquiferos que

recebem efluentes organicos de origem animal. Neste trabalho pode-se



observar um maior numero de padrdes de fragmentos no arroio utilizado como
modelo de ambiente aquatico poluido, em relagao ao nao poluido.

Em concluséo, respaldados pelo trabalho de Cho & Kim (2000) os
quais relatam que embora haja falhas na estimativa da composi¢cédo de uma
comunidade, esta pode ser comparada uma vez que o fator de influéncia opera
uniformemente para amostras com tratamentos idénticos, consideramos que a
metodologia foi valida haja visto que foi evidenciada a diferenciagdo molecular

entre os modelos de ambientes aquaticos poluido do nao poluido.



5. CONCLUSOES

1. A metodologia empregada neste trabalho foi valida, uma vez que
os agrupamentos por distancias genéticas sugerem uma distingdo entre
ambientes com altos e baixos indices de contaminacéo fecal. Obteve-se um
maior numero de fragmentos provenientes das amostras dos pontos situados
em locais de maior densidade populacional, o que relacionado aos resultados
das contagens de heterotroficos, indica um provavel aumento na diversidade
das comunidades bacterianas que habitam corpos d’agua que recebem
descargas de residuos organicos.

2. A eficiéncia das amplificacdes pela técnica da PCR a partir das
amostras ambientais foi bastante influenciada pela acdo de possiveis
inibidores. Deste modo a purificagdo do DNA extraido através da passagem
por colunas de purificagao ou pelo tratamento com acetato de aménio e NaCl,
assim como a diluichio do DNA molde s&o alternativas para diminuir a
influéncia de inibidores da PCR.

3. Observou-se que diferentes termocicladores podem requerer
ajustes distintos na temperatura de anelamento, para um mesmo conjunto de
oligonucleotideos iniciadores.

4. Constatou-se a possivel contaminagado da enzima Taq polimerase
da marca BIOTOOLS® com DNA, possivelmente resultante do processo de

extracdo da enzima.
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6. PERSPECTIVAS

Estabelecer uma melhor padronizagcdo da metodologia de extragéo para
amostras brutas de agua. Concentrando maior quantidade de agua, para
obtencédo de maior quantidade de DNA, bem como comparar a quantidade
de DNA extraido em diferentes metodologias de extragdo como passagem
em coluna de purificagdo, tratamento com acetato de aménio, tratamento
com NaCl, choque térmico com temperatura de — 40 °C e 65°C. Com o

intuito de promover maior reprodutibilidade da PCR.

Promover um enriquecimento prévio das amostras ambientais, seguido de
amplificacdo e clivagem do 16S rDNA para comparagdo dos resultados
destes com os de amostras brutas. Verificando assim a influéncia ou ndo
deste procedimento como alternativa para aumentar a quantidade de DNA

extraido, bem como a diminuicio do efeito de inibidores da PCR.

Testar a aplicagao de outros marcadores moleculares como DGGE ou
repPCR, de modo a evitar a clivagem com enzimas de restricdo e assim

obter resultados de forma mais rapida.

Realizar uma analise mais ampla, com amostras de agua provenientes de
um maior numero de ambientes aquaticos com altos e baixos niveis de

contaminacao fecal.
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8. APENDICES

8.1. Introducao

A preparacdo dos meios de cultura foi realizada segundo as
especificagbes dos fabricantes ou seguindo as instrugdes da bibliografia

especializada.

8.2. Meios de cultura para crescimento e isolamento

8.2.1. Agar R2A

Agar

Extrato de levedura

Polipeptona

Casamino acido

Glicose

Dipotassio hidrogénio fosfato, K;HPO,4
Magnésio sulfato heptahidrato, MgSQO,4 - 7H,0
Piruvato de sodio

8.2.2. Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) — BIOBRAS®
Agar bacterioldgico

Azul de metileno

Eosina Y

Fosfato basico de potassio

Lactose

Peptona de gelatina

Sacarose

pH=7,2+0,2a25°C

g/L
15,0
0,5
0,5
0,5
0,5
0,3
0,05
0,3

g/L
13,5
0,065
0,4
2,0
5,0
10,0
5,0



8.2.3. Agar Tripticaseina de Soja - BIOBRAS® g/L

Agar bacterioldgico 15,0
Cloreto de sodio 50
Peptona de caseina 15,0
Peptona de soja 5,0

pH = 7,3 + 0,2 a 25°C

8.2.4. Caldo Verde Brilhante (bile 2%) - BIOBRAS® g/L
Bile bovina 20,0
Lactose 10,0
Peptona de gelatina 10,0
Verde brilhante 0,0133

pH =7,2 +0,2 a 25°C

8.2.5. Caldo Lactosado - BIOBRAS® g/L
Extrato de carne 3,0
Lactose 5,0
Peptona de gelatina 50

PH=7,2+0,2a25°C

8.3. Reagentes para a biologia molecular

8.3.1. Solucao de NaCl 1M

NaCl 5,8449
Agua destilada 100mL



8.3.2. Solugao de SDS 10%

SDS 10g
Agua destilada 100mL

8.3.3. Cloroférmio: AIA

Solugéo de Cloroformio e alcool isoamilico (24:1 v/v)

8.3.4. Fenol/Cloroférmio

24 vol.
Fenol tamponado (NUCLEAR®)
Alcool isoamilico (SYNTH®) 1 vol.
8.3.5. Solugao TAE 50X
Tris base 2429
Acido Acético Glacial 57,1mL
EDTA 0,5M —pH 8,0 100mL
Agua destilada 1000mL
8.3.6. Solugao TAE 1X
TAE 50X 10mL
Agua destilada 490mL
8.3.7. Gel de Agarose 0,8%
Agarose 0,89
TAE 1X 100mL

Brometo de Etidio 5uL



8.3.8. TE

Tris HCL (pH 8,0)
EDTA (pH 8,0)

8.3.9. Brometo de Etidio

Brometo de Etidio
Alcool etilico

8.3.10. Tampao de corrida

Azul de bromofenol
Sacarose
Agua MilliQ — estéril

8.3.11. TBE 5X

Tris base

Acido borico

EDTA (pH8,0 — 0,5M)
Agua destilada

8.3.12. Acrilamida 30%
Acrilamida

Bisacrilamida
Agua destilada

8.3.13. APS 10%

E’ersulfato de amoénio
Agua destilada

0,01M
0,001M

100mL

125uL
200uL
175uL

13,59
6,879
5mL
245mL

30g
0,8g
100mL

19
10mL



9. Matrizes de Similaridade

9.1. Matriz de similaridade das amostras de verdo dos arroios
Carvédo e Feij6 clivados com Rsal, calculada pelo indice de

Dice.
Variaveis C1 C2 C3 F1 F2 F3 F4
C2 5714
C3 ,5455 ,2000
F1 ,1538 ,1667 ,0000
F2 , 2667 ,1429 1111 ,7000
F3 , 2857 ,1538 1176 ,6316 , 9524
F4 ,3636 ,2000 ,1429 ,6250 ,6667 ,5882
F5 ,7500 ,2857 7273 ,0000 ,1333 ,1429 ,1818

9.2. Matriz de similaridade das amostras de verdo dos arroios
Carvao e Feij6 clivados com Tagql, calculada pelo indice de

Dice.
Variaveis C1 C2 C3 F1 F2 F3 F4
C2 , 2222
C3 ,1333 ,6667
F1 ,2667 ,1905 ,3333
F2 , 2667 ,1905 ,2222 ,4444
F3 ,1429 ,2000 1176 , 2353 4706
F4 ,2500 ,1818 ,1053 ,2105 ,3158 7778

F5 ,3333 1111 ,1333 ,1333 ,1333 ,2857 ,5000



9.3. Matriz de similaridade das amostras de inverno dos arroios
Carvao e Feij6 clivados com Rsal, calculada pelo indice de

Dice.
Variaveis C3 F1 F3
F1 ,5000
F3 5714 ,6667
F4 ,3333 ,5000 5714

9.4. Matriz de similaridade das amostras de inverno dos arroios
Carvao e Feij6 clivados com Taql, calculada pelo indice de

Dice.
Variaveis C3 F1 F3
F1 ,0000
F3 ,1818 ,4000

F4 ,3636 ,0000 ,4000



9.5. Matriz de similaridade das amostras de verdo dos arroios
Carvao e Feij6 clivados com Rsal e Taql, calculada pelo indice

de Dice.
Variaveis C1 C2 C3 F1 F2 F3 F4
C2 , 4000
C3 ,2857 ,6400
F1 ,2500 ,2143 ,2069
F2 , 2400 ,2069 ,2000 ,6667
F3 ,1697 ,2143 ,1379 ,5000 7273
F4 ,1905 ,1600 ,1538 , 4138 ,5333 ,6897
F5 ,5000 ,2000 ,3810 ,0833 ,0800 ,1667 ,2857

9.6. Matriz de similaridade das amostras de inverno dos arroios
Carvao e Feij6 clivados com Rsal e Tagql, calculada pelo indice

de Dice.
Variaveis C3 F1 F3
F1 ,(1739
F3 ,3158 ,4545

F4 ,3333 ,1905 4706
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