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RESUMO:

O presente estudo teve como objetivo maximizar a amplificacdo in vitro de amostras de
DNA genbmico extraidas a partir de micro-organismos tipicos da microbiota ruminal.
Diferentes concentracdes de amostras de DNA gendmico isoladas a partir liquido ruminal
foram empregadas como fitas moldes em reacdes de amplificacdo na presenca de
iniciadores especificos para o gene do RNA ribossomal 16S. Um produto amplificado de
aproximadamente 500pb foi visualizado em eletroforese em géis de agarose. Baixa
eficiéncia de amplificacdo com a presenca de produtos ndo-especificos de amplificacéo foi
verificada nas PCRs realizadas na presenca de DNA gendmico variando de 19,2 a 40ng.
Produtos de amplificacdo foram exclusivamente detectados com maior intensidade e alta
especificidade nas amostras de DNA gendmico contendo as menores quantidades de fita-
molde de 0,8 a 1,6ng. Auséncia de sinal de amplificac&o foi verificada nas reac6es de PCRs
contendo maiores quantidades de DNA gendmico variando de 98 a 200ng. Assim, amostras
de DNA mais concentradas demonstraram baixa eficiéncia e especificidade de amplificacao
em comparacdo as amostras menos concentradas de fitas moldes. Desta forma, os
resultados descritos nesse estudo evidenciam que concentracdes de DNA inferiores as
guantidades geralmente recomendadas nos protocolos convencionais produziram amplicon
com alta especificidade nas reacdes de amplificacdo, empregando como fitas moldes DNA
gendmico isolado a partir de microbiota ruminal. As descobertas descritas nesse estudo
apresentam uma estratégia acessivel para amplificar in vitro fragmentos de DNAs
gendmicos ruminais provenientes de complexas comunidades microbianas.
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ABSTRACT:

The current study aimed to maximize the amplification of templates of genomic DNA isolated
from microorganisms typical of rumen microflora. Samples of genomic DNA were submitted
to serial dilutions, followed by amplification in the presence of specific primers for the 16S
ribosomal RNA gene. A 500bp amplicon was visualized into agarose gels to verify the
efficiency and specificity of in vitro amplification reactions. Lower efficiency and detection of
non-specific amplicons were demonstrated in the reactions containing templates of genomic
DNA ranging of 19.2 to 40.0ng. Higher intensity and specificity of the amplification product

Visdo Académica, Curitiba, v.20 n.1, Jan. - Mar./2019 - ISSN 1518-8361



84

were exclusively detected in the presence of genomic DNA ranging of 0.8 to 1.6ng. No
amplification was revealed in PCRs containing higher amounts of genomic DNA ranging of
98 to 200ng. Thus, higher concentrations of genomic DNA templates showed weak
specificity and efficiency in the amplification reactions compared to amplifications using
concentrated genomic DNA templates. These results evidenced that higher specificity of
amplicon of interest was showed in the amplification reactions using lower genomic DNA
template isolated from ruminal fluid than the amounts generally described in conventional
procedure. The findings described in current study reveal an accessible strategy to improve
efficiency of in vitro amplifications using genomic DNA isolated from complexes microbial
communities.

Keywords: amplification in vitro, rumen microbial community, PCR efficiency.

1. INTRODUCAO

O ramen ou panca, primeiro compartimento do estdbmago de animais ruminantes,
funciona como um ecossistema com alta complexidade, abrigando uma variedade de micro-
organismos muito eficientes na digestdo da matéria vegetal pela producao de enzimas que
permitem ao ruminante aproveitar com maior eficiéncia alimentos fibrosos presentes na
dieta (BORDIM et al., 2016). Nas ultimas décadas, esfor¢cos vém sendo dispendidos para
investigar em detalhes a natureza e a dinamica biolégica dos micro-organismos
constituintes da microbiota ruminal. Sob esse contexto, anélises moleculares baseadas nas
reacdes de amplificacdo de DNA genbmico isolado a partir dessa complexa comunidade
microbiana vém sendo frequentemente requeridas nos estudos de caracterizacdo
molecular de microbiota do trato digestorio de ruminantes (FREITAS et al., 2008).

A eficacia das reacdes de amplificacao in vitro (PCR) é diretamente mensurada por
sua especificidade, eficiéncia de producdo e fidelidade, ou seja, uma PCR altamente
especifica deve gerar em poucos ciclos apenas um unico produto de amplificacdo a partir
de uma sequéncia alvo desejada. Infelizmente, varias limitac6es tém afetado os estudos de
caracterizacdo molecular da populacdo microbiana ruminal, com particular énfase a baixa
producdo de DNA gendmico e a presenca de substancias inibitorias, tais como taninos,
polissacarideos, proteinas, gorduras, capazes de impedir a amplificacdo de fragmentos de
DNAs de interesse em reacfes enzimaticas de amplificacdo in vitro (MOREIRA, 2001,
SHARMA et al., 2003, YU & MORRISON, 2004). Especialmente nesse caso, 0 emprego de
colunas purificadoras com resinas € requerido para minimizar a acao de tais inibidores
durante as PCRs, 0 que torna 0 processo oneroso e pouco acessivel em muitos casos.

Sob esse aspecto, visando uma melhor compreenséo do papel biologico da flora
microbiana para a nutricdo e a saude de ruminantes torna-se relevante o desenvolvimento

de estratégias metodologicas alternativas para maximizar as reagdes de amplificagéo in
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vitro de DNA gendmico isolado de comunidades complexas de microbiota ruminal, um
ambiente naturalmente caracterizado por acentuada presenca de componentes inibitorios,
eliminando os custos adicionais com o emprego de colunas purificadoras de resinas. Nesse
cenario, o presente estudo objetivou estimar como diferentes quantidades de fitas moldes
de DNA gendmico isoladas de microbiota ruminal podem afetar a eficiéncia de reacdes de

amplificacdo in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

Para as analises moleculares aproximadamente 100mg de contetdo ruminal foram
colhidos a partir da mediana-ventral do rimen de uma vaca holandesa fistulada. A extracéo
de DNA gendmico da microbiota proveniente de conteido ruminal foi realizada a partir do
protocolo originalmente proposto por KRAUSE et al. (2001). Tal protocolo experimental
envolve uma etapa inicial de lise celular em homogeneizador do tipo “beadbeater” (Biospec
Products) na presenca de esferas de zircOnia com 100um de diametro, seguido pela
incubacdo em solugdo aquosa contendo polietilenoglicol PEG 35% (% Peso/Volume),
especialmente empregado para gerar amostras de DNA livres de inibidores, tais como:
taninos e outros compostos fendlicos, naturalmente encontrados nesse ambiente. Apos
lavagem em solugdo contendo mistura de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1)
(v/vlv) e precipitacdo do DNA genbmico em igual volume de &lcool isopropilico, os
precipitados de DNA foram lavados em alcool etilico 70% e secos a temperatura ambiente.
A concentracdo das amostras de DNA genbmico foi estimada por leituras ao
espectrofotometro (Itachi D2000) com valores variando de 48 a 100ng/uL e graus de pureza
superiores a 1,6. A visualizacdo da integridade das amostras de DNA gendmico em géis de
agarose 0,8% demonstrou a presenca de multiplos fragmentos de tamanhos variaveis ao
longo de sua migracdo. O DNA gendmico com este aspecto é tipico quando os protocolos
de extragao utilizam o homogeneizador do tipo “beadbeater’ durante as etapas de lise
celular.

Para realizar as reacdoes de amplificacdo, amostras de DNA gendmico foram
submetidas a sucessivas diluicdes seriadas em agua ultrapura estéril em fatores de diluicdo
correspondentes a 5X com concentracoes de DNA variando de 9,6 a 20ng/uL; 25X com
concentracbes de DNA variando de aproximadamente 2,0 a 4,0ng/uL; e 125X com
concentragdes de DNA variando de 0,4 a 0,8ng/uL. Em tais condigbes experimentais foram

utilizados 0s iniciadores universais bacterianos BA338fGC (5-
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GCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGACTCCTACGGGAGGCAGCA
G-3’) e UN518r (5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3') especificos para amplificar sequéncias
génicas que codificam o RNA ribossomal 16S (RNAr 16S). As PCRs foram realizadas em
um volume final de 25uL contendo 2,5mL de tampédo PCR (20mM Tris-HCI pH 8,4; 50mM
KCl), 3mM MgCI2, 0,2mM dNTPs, 1mM de cada iniciador, 1 unidade de Taq DNA
polimerase (Invitrogen, EUA) na presenca de um volume fixo de 2uL contendo fita molde
de DNA gendmico em diferentes quantidades de acordo com as diluicbes efetuadas. As
guantidades de DNA genémico empregadas como fita molde nas reacdes de amplificacao
variavam de aproximadamente 96,0 a 200,0ng de DNA nas amostras concentradas; de 19,2
a 40,0ng nas diluicbes 5X; de 4,0 a 8,0ng de DNA nas diluicbes 25X; e de 0,8 a 1,6ng nas
diluicdes 125X. As condicdes de amplificacdo foram estabelecidas com uma desnaturagéo
inicial de 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 92°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto,
e 72°C por 1 minuto; com uma extenséo final a 72°C por 10 minutos. Para estabelecer um
controle positivo em tais condi¢cfes experimentais, reacdes de amplificacdo também foram
realizadas empregando como fita molde DNA gendmico isolado a partir de Escherichia coli,
como descrito por SAMBROOK et al. (1989). PCRs foram realizadas em duplicata para
cada uma das concentragOes testadas. A presenca de um produto de amplificacdo de
aproximadamente 500pb foi confirmada por eletroforese em géis de agarose 1,5%, corados
com brometo de etidio e fotografados com camera digital (Kodak, EUA). Controles
negativos também foram estabelecidos durante as reacdes de amplificacdo, contendo

mistura da reagédo de PCR na auséncia de fita molde de DNA gendmico.

3. RESULTADOS

Produto de amplificacdo de aproximadamente 500pb com alta intensidade de sinal,
apresentando rastros correspondentes a amplificacdo nao-especifica de fragmentos, foi
detectado nas PCRs empregando DNA gendmico extraido a partir de contetdo ruminal nas
guantidades de 19,2 a 40ng (canaletas 1 e 2 na Figura 1A, canaletas 3 e 4 na Figura 1B).
Amplificagbes da banda de interesse foram identificadas com alta intensidade de sinal nos
produtos amplificados gerados a partir de DNA ruminal nas quantidades variando de 2,0 a
4,0ng, embora rastros de fragmentos nao-especificos também tenham sido detectados
nessas amostras (canaletas 3 e 4 na Figura 1A, canaletas 5 e 6 na Figura 1B). Uma banda
de DNA correspondente ao produto de amplificacdo de aproximadamente 500pb foi

revelada como um fragmento Unico de maior intensidade e alta especificidade a partir de
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amostras de DNA gendmico submetidas a diluicoes seriadas com concentracdes variando
de 0,8 a 1,6ng (canaletas 5 e 6 na Figura 1A, canaletas 7 e 8 na Figura 1B). Nenhuma
amplificagéo foi observada nas amostras mais concentradas, contendo quantidades de
DNA gendmico variando de 96 a 200ng (canaleta 9 na Figura 1A, canaletas 1 e 2 na Figura
1B). Como demonstrado na Figura 1A (canaleta 7 e 8), produto amplificado de interesse
com alta especificidade foi detectado nas reacfes de amplificacdo conduzidas a partir de
40ng de DNA gendmico isolado de E. coli (controle positivo) nas mesmas condi¢des

experimentais.

123 4 56 78 M

FIGURA 1. PRODUTOS DE AMPLIFICACAO DE 500PB GERADOS A PARTIR DE
DIFERENTES CONCENTRACOES DE FITAS MOLDES DE DNA GENOMICO
EXTRAIDAS DE MICROBIOTA RUMINAL. (A) CANALETAS 1 E 2: APROXIMADAMENTE
10,0NG DE DNA GENOMICO; CANALETAS 3 E 4: APROXIMADAMENTE 2,0NG DE DNA
GENOMICO; CANALETAS 5 E 6: APROXIMADAMENTE 0,8NG DE DNA GENOMICO;
CANALETAS 7 E 8: APROXIMADAMENTE 40NG DE DNA GENOMICO DE Escherichia
coli (CONTROLE POSITIVO); CANALETA 9: APROXIMADAMENTE 98NG DE DNA
GENOMICO. (B) CANALETAS 1 E 2: APROXIMADAMENTE 200NG DE DNA GENOMICO;
CANALETAS 3 E 4: APROXIMADAMENTE 40NG DE DNA GENOMICO; CANALETAS5 E
6: APROXIMADAMENTE 4,0NG DE DNA GENOMICO; CANALETAS 7 E 8:
APROXIMADAMENTE 1,6NG DE DNA GENOMICO. M: PADRAO DE PESO MOLECULAR
DE 100 PB (100BP DNA LADDER, GE HEALTHCARE LIFE SCIENCES).
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4. DISCUSSAO

Menores quantidades de fitas moldes de DNA gendmico isoladas a partir de microbiota
ruminal geraram um produto amplificado de interesse com maior especificidade e intensidade
de sinal em comparacéo a auséncia ou baixa eficiéncia de amplificacéo, quando empregadas
guantidades de DNA genbmico em concentracfes tradicionalmente estabelecidas nos
protocolos convencionais (Figura 1). Uma PCR com alta eficicia envolve alta especificidade,
eficiéncia de producéo e fidelidade de um produto de interesse. Tradicionalmente, a quantidade
de DNA gendmico necessaria as reacdes de amplificacdo variam de 50 a 500 ng, embora a
amplificacédo de diferentes genes geralmente exija otimizacdo e padronizacao das quantidades
adequadas de DNA requeridas nas andlises moleculares (SHEIKH & LAZARUS, 1997).
Particularmente, nas amplificacbes de amostras de DNA gendmico bacteriano ou DNA
plasmidial que representam genomas muito menos complexos, quantidades correspondentes
a picogramas (10-12 g) e a nanogramas (10-9 g) séo suficientes em tais reacdes (SAMBROOK
etal., 1989, COEN, 1991).

InUmeros fatores podem afetar a dindmica de amplificacdo, tendo sido cogitado que
a propria molécula de DNA, para estabilizar sua estrutura, pode atuar como forte agente
guelante, ligando-se aos ions de magnésio, cofator essencial para que a enzima Taqg DNA
polimerase catalise as reagbes de amplificacdo, o que efetivamente bloqueia a reacéo de
amplificacdo (SEREC et al., 2016). Tal comportamento de captura dos ions de magnésio pela
propria molécula de DNA durante as PCRs também pode ser observado na presenca de
primers ou mesmo de desoxirribonucleotideos dNTPs em excesso na solucdo. Além disso,
ZHU et al. (2016) demonstraram que as enzimas DNA polimerases de revisdo, usualmente
empregadas para amplificacéo de fragmentos de DNA com alta preciséo, podem ser inibidas
por sequéncias de iniciadores ricos na base nitrogenada guanina (GGGGG e GGGGHGG),
provocando a inibicdo da PCR por estas DNAs polimerases. Uma outra possibilidade para a
inibicdo da reacdo enzimatica in vitro e consequente ndo amplificacdo de genes alvos refere-
se a presenca de substancias inibidoras nas PCRs provenientes do isolamento das amostras
de DNA (KREADER, 1996, SCHRADER et al., 2012). Possiveis explica¢cdes para justificar a
acao inibitoria dessas substancias podem envolver a inativagdo da enzima DNA polimerase
Tag ou mesmo a modificacdo da estrutura do DNA, promovendo o consequente bloqueio do
reconhecimento e do anelamento dos iniciadores a fita molde (YU & MORRISON, 2004).
Mesmo nos protocolos experimentais especialmente adaptados para extrair amostras de DNA

gendmico livres de substancias inibitérias, faz-se necessario frequentemente submeter tais
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amostras a colunas purificadoras de resinas de retencdo dessas impurezas. Sendo assim, a
auséncia de sinais de amplificacdo observada na presenca de maiores quantidades de fitas
moldes de DNA gendémico extraidas de liquido ruminal pode ser o resultado de resquicios de
substancias inibitérias ainda presentes nessas preparagdes, mesmo tendo sido empregado um
protocolo de extracdo de DNA com alta eficacia para eliminacéo desses componentes (Figura 1).

A reacdo em cadeia da polimerase envolve uma acao enzimatica in vitro altamente
sensivel a fim de amplificar fragmentos de DNA especificos e a presenca de residuos de
diferentes naturezas pode afetar significativamente a acdo da enzima polimerase. Embora
alguns métodos experimentais priorizem o isolamento de DNA genémico a partir de microbiota
ruminal com alto grau de pureza e sem a presenca de agentes inibitérios, muitos desses
protocolos ainda exigem a necessidade de submeter tais amostras a filtracdo adicional em
colunas purificadoras, contendo resinas especificas para promover sua conexao e
subsequente remocao de substancias inibitérias (FLINT & THOMSON, 1990). O uso de tais
acessorios frequentemente torna-se invidvel em experimentos destinados a analise de
amostras em grande numero devido ao alto custo dessas colunas purificadoras e de suas
resinas de filtracdo. Nesse contexto, torna-se extremamente importante determinar estratégias
metodoldgicas para maximizar analises moleculares de populacdes complexas de multiplos
micro-organismos de ruminantes.

Desta forma, as descobertas descritas nesse estudo demonstram que menores
guantidades aquelas tradicionalmente recomendadas para serem empregadas nas
amplificacBes in vitro a partir de fitas moldes de DNA genémico provenientes de comunidades
microbianas ruminais ricas em agentes inibitérios, produzem produtos amplificados de
interesse com alta especificidade e intensidade. Tais achados podem proporcionar uma
alternativa adicional para garantir a caracterizagcdo molecular e a elucidacdo de interacdes

intrinsecas entre micro-organismos tipicos da microflora do trato digestoério de ruminantes.
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