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Nos Ultimos anos houve grandes avangos no entendimento dos mecanismos de biorremediacdo ambientes
contaminados com hidrocarbonetos e metais pesados. Além disso, avanco significativo também tem sido
observado nas técnicas utilizadas para monitoramento desses processos em solos contaminados,
principalmente em fungao da aplicacdo de métodos independentes de cultivo. Estudos de ecologia molecular em
ambientes contaminados podem ser influenciados por mudangas na eficiéncia de extragdo de DNA do solo
causada pela adsor¢do de DNA aos contaminantes e/ou minerais do solo. Para examinar até que ponto isso
pode ocorrer, foram testados trés kits comerciais para extragdo de DNA de solo, FastDNA), DNeasy PowerLyzer
PowerSoil Kit e ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep Kit. Os kits foram testados utilizando-se os protocolos originais
com e sem modificagdes. A eficiéncia das extracbes de DNA foi avaliada em duas classes de solos com
mineralogias distintas, sem contaminagéo e apds processo de biorremediagao de éleo combustivel e niquel. A
quantificagdo do DNA por fluorimetria e a amplificagédo do gene 16S rRNA foram os pardmetros utilizados para
avaliar a eficiéncia das extragdes de DNA. Os resultados mostraram que a extracao foi fortemente influenciada
pela classe de solo, pelo kit de extragdo usado e pelas modificagbes dos protocolos originais. O protocolo
modificado do kit FastDNA mostrou-se mais eficiente na extragdo de DNA de ambos os solos e,
consequentemente, na amplificacdo do gene 16S rRNA. Os dados mostram que, possivelmente, a composicdo
mineralégica dos solos é um fator que influencia significativamente a eficiéncia de extragdo de DNA de solos

usando kits comerciais.
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Abstract

In recent years there has been great progress in understanding the mechanisms of bioremediation of
environments contaminated with hydrocarbons and heavy metals. In addition, significant advances have also
been observed in techniques used to monitor these processes in contaminated soils, mainly by the use of culture-
independent approaches. Molecular ecology studies in contaminated environments may be influenced by

changes in soil DNA extraction efficiency caused by DNA adsorption to soil contaminants and/or minerals. To
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examine the extent to which this might occur, we tested three commercial DNA extraction kits, FastDNA® Spin
(MP Biomedicals), DNeasy PowerLyzer PowerSoil Kit (Qiagen) and ZymoBIOMICS ™ DNA Miniprep Kit
(ZymoResearch). The kits were tested using the original protocols and some modifications. The efficiency of the
DNA extractions was evaluated in two classes of soils with different mineralogical attributes, without
contamination and after bioremediation process. Quantification of DNA by fluorimetry and amplification of the 16S
rRNA gene were the parameters used to evaluate the efficiency of DNA extractions. The results showed that the
extraction was strongly influenced by soil class, kit used and modifications of the original protocols. The modified
protocol of the FastDNA kit proved to be more efficient in DNA extracting from both soils and consequently in 16S
rRNA gene amplification. The data show that, possibly, the mineralogical composition of soils is a factor that

influences significantly the efficiency of DNA extraction from soils using commercial kits.
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1. Introdugao

Micro-organismos s&o elementos-chave para diversos processos biogeoquimicos que conduzem a vida na Terra.
Os solos sdao um dos mais diversos biomas encontrados na Terra e um grande reservatorio da diversidade
microbiana. Além de serem essenciais nos processos biogeoquimicos, 0s micro-organismos do solo
desempenham um importante papel em outros processos, incluindo a biorremediagao (Dangi et al., 2018). A
biorremediacdo assistida por micro-organismos tem sido uma alternativa as abordagens convencionais de
remediacdo, no entanto, em alguns casos, 0s micro-organismos testados in vitro mostram-se ineficazes em
condigdes de campo. Uma das hipdteses que justificam essa inconsisténcia nos resultados, é que os micro-
organismos isolados nem sempre representam aqueles que, de fato, atuam nos processos in locu. Desta forma,
entender sobre 0s mecanismos microbianos por tras destes processos néo tem sido uma tarefa facil, uma vez
que a maioria dos micro-organismos sdo ainda nao cultivaveis. Neste sentido, a introdugdo de metodologias
independentes de cultivo — baseadas em anélises de DNA e RNA — tem revolucionado os estudos e ampliado o
entendimento da ecologia microbiana nos ambientes, incluindo os solos. Isto se d&, principalmente, pela
otimizacdo das tecnologias e maior acessibilidade ao sequenciamento de alto rendimento ou nova geragao
(SNG), que tem possibilitado a caracterizagdo das comunidades microbianas sem a necessidade de

conhecimento prévio e em escalas relevantes ecologicamente (Dimitriv et al., 2017).

Em funcdo de sua estabilidade, o DNA tem sido amplamente usado para caracterizar as comunidades
microbianas, fornecendo esclarecimentos de grande relevancia a respeito da abundéncia, diversidade e
potencial funcional das comunidades microbianas. Portanto, a caracterizagdo bem-sucedida dessas
comunidades depende diretamente da quantidade e qualidade do DNA obtido das amostras de interesse. Com a
introducdo dessas metodologias independentes de cultivo, uma variedade de protocolos de extragdo de DNA de
solo tem sido desenvolvida, contemplando basicamente duas abordagens: (i) extragdo direta, onde as células
microbianas s&o lizadas na prépria matriz do solo e (ii) a extragdo indireta, onde as células sdo primeiramente

separadas da matriz do solo e subsequentemente lizadas. Os métodos de extragdo indireta sdo considerados
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demorados e podem variar bastante em fungéo do tipo de solo, por isso sé&o menos utilizados. Os métodos de
extracdo direta, sdo prejudicados pela co-extragdo de substancias organicas, como acidos hiimicos que podem
inibir as reacdes de PCR, elou pela composi¢do mineralégica, uma vez que o DNA pode ficar adsorvido nas

particulas do solo e, consequentemente, diminuindo a eficiéncia de extragdo (Saiki e Kunito , 2010).

Embora numerosos protocolos tenham sido publicados para extracdo de DNA de solos, em fung¢do da grande
diversidade de solos com caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas particulares, ainda existe grande esforgo
para otimizar a extracdo e os procedimentos de purificacdo do DNA. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
comparar a eficiéncia de kits comerciais para extragdo de DNA de solos com caracteristicas fisico-quimicas

distintas visando posterior analise metagenémica.

2. Objetivos

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de kits comerciais para extragdo de DNA de solos em amostras
com mineralogias distintas, sem contaminag&o e ap6s processo de biorremediacdo de dleo combustivel e niquel,
a fim de obter DNA com qualidade e quantidade satisfatorios para realizacdo de testes subsequentes de

metagendmica.

3. Material e Métodos

Amostras do horizonte B de duas classes de solos - Latossolo (22°41'34.2"S, 43°17'14.5"W) e Chernossolo
(22°51'22.5S, 43°30°0.7"W) - foram coletadas na Regido Metropolitana do Rio de Janeiro. Os procedimentos de
coleta e analises fisico-quimicas dos solos, bem como os ensaios de biorremediacdo estdo descritos em
Timoteo (2018).

O DNA dos solos foram extraidos, em triplicata, usando 3 kits comerciais: (i) FastDNA® Spin (MP Biomedicals),
utilizado por grande parte dos artigos disponiveis na literatura, (ii) DNeasy PowerLyzer PowerSoil Kit (Qiagen),
recomendado pelo Earth Microbiome Project e (i) ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep Kit (ZymoResearch),
desenvolvido para analises de microbioma e metagendmica. As extragdes foram realizadas de acordo com o
protocolo original dos fabricantes e, as modificagdes foram baseadas no protocolo descrito por Dimitriv et al.
(2017). A etapa de lise mecanica, utilizando o FasPrep24 instrument (MP Biomedicals, Solon, OH, USA), foi
padronizada com 6.5 m s por 45 segundos para todos os kits testados. As modificagdes dos protocolos
originais basearam-se no uso de trés extragdes sucessivas de DNA a partir de uma unica amostra. Ap6s a etapa
de lise mecénica, o sobrenadante foi retirado e utilizado na primeira extragéo (E1). Os tubos contendo o material
remanescente, microesferas mais solo, foram mantidos no gelo até o inicio da extragdo subsequente (E2). Para
comecar a segunda extracéo (E2), os tampdes de extragdo de cada kit especifico foram adicionados aos tubos
(conforme instrugbes do fabricante) contendo as microesferas e o solo e nova lise mecanica foi realizada. O
sobrenadante foi removido e uma terceira extracéo foi realizada (E3) conforme E2. A quantidade total de DNA

obtido foi mensurada através do fluorimetro Qubit (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA).
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As reagdes de amplificagdes da regido V3 do gene 16S rRNA foram realizadas num volume final de 25 uL
contendo a mistura de 2,5 uL de tampé&o 10 x, 1,25 pL de MgCl, (50 mM), 0,5 pL de dNTP (10 mM), 0,5 L
BSA (20 mgmL-1), 05 pL dos iniciadores 806R (GACTACHVGGGTWTCTAAT) e 515F
(GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) (10 uM), 0,25 uL Platinum Taq DNA polimerase High Fidelity (5U.pl-1)
(Invitrogen) e 3 uL de DNA (diluido 3x). As condi¢des de PCR foram uma desnaturagéo inicial a 95°C por 5 min.,
seguida de 35 ciclos a 95°C por 1 min., 50°C por 45 seg., 72°C por 45 seg., e extenséo final a 72°C por 7 min..
Um volume de 5 pL dos produtos de amplificagdo foram submetidos & eletroforese em gel de agarose 1% e a
migracdo foi realizada em tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE1X) sob voltagem de 100V por 35 min. O gel foi

corado com Syber Safe (Invitrogen) e visualizado em sistema de fotodocumentagao Nugenius.

4. Resultados e Discussao

De maneira geral, os kits testados para extracdo de DNA de latossolo e chernossolo mostraram baixo
rendimento na quantidade de DNA obtido, com excegao das extracdes E2 e E3 usando o kit FastDNA para as
amostras de chernossolo (Figura 1A) com médias que variaram de 55 a 150 ng de DNA por ml.
Surpreendentemente, as extragdes E2 e E3 deste kit foram as Unicas que obtiveram sucesso na extracdo de
todas as amostras de latossolo, mesmo apresentando valores baixos, com médias entre 0,5 e 11 ng de DNA por
ml (Figura 1B). O kit PowerSoil s6 extraiu DNA das amostras de chernossolo, mais efetivamente para as
amostras (3 e 4) multi-contaminadas submetidas ao processo de biorremediagéo (Figura 1C). Para o latossolo, o
método de quantificacdo utilizado ndo detectou DNA em nenhuma das amostras testadas com o kit PowerSoil
(Figura 1D). O kit ZymoBIOMICS mostrou grande variabilidade entre as amostras com rendimento extremamente
baixo para ambos os solos testados, com médias que variaram de ndo detectavel a 2,1 ng de DNA por ml
(Figura 1D e E). Vale ressaltar que as extragdes denominadas E1 s&o baseadas nos protocolos originais de

cada kit testado, enquanto as extracdes E2 e E3 s&o os protocolos modificados.

Os resultados de extragéo e quantificagdo mostraram alta correlagdo com os resultados de amplificacdo do gene
16S rRNA. Utilizando-se o kit FastDNA, foi possivel amplificar as amostras de chernossolo das extragdes E1, E2
e E3, sendo E2 e E3 com maior rendimento. J& as amostras de latossolo, mostraram resultados de amplificagao
positivos para as extragdes E2 e E3, sendo E3 aquela com 100% de aproveitamento (Figura 2A e B). Ja o kit
PowerSoil, embora a quantidade de DNA tenha sido ~10 vezes menor que as obtidas com o kit FastDNA,
mostrou amplificagédo para as amostras de chernossolo (Figura 2C e D), mais significativamente para as
amostras 3 e 4 (multi-contaminadas submetidas ao processo de biorremediag&o), que mostraram maiores
quantidades de DNA (Figura 1C). Para as amostras de latossolo, onde néo foi possivel detectar a presenga de
moléculas de DNA pelo método usado, ndo mostraram amplificagdo nas condicdes testadas. Os testes com o kit
ZymoBIOMICS, apesar de apresentar rendimento extremamente baixo na extragdo de DNA, mostrou

amplificagdo para algumas amostras de chernossolo e latossolo, principalmente na E2 (Figura 2E e F).
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Figura 1 — Quantidade de DNA obtido nas extragdes sucessivas de chernossolo (1-4) e latossolo (5-8) usando os
kits FastDNA, PowerSoil e ZymoBIOMICS. Os valores representam a média de 3 replicatas biolégicas de cada
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amostra. A quantificagdo das amostras de DNA foi realizada usando Qubit 2.0 fluorometer.

A principio, havia uma hipotese de que a presenca de contaminantes nos solos testados poderia diminuir a
eficiéncia da extragdo de DNA. Entretanto, néo foi possivel identificar relagdo entre os diferentes niveis de
contaminagdo e a quantidade de DNA e a amplificacdo do gene 16S rRNA. Por outro lado, analisando os
resultados simultaneamente, é possivel observar que a classe de solo e os protocolos utilizados foram os
parametros que mais interferiram na eficiéncia das extragdes. As amostras de chernossolo revelaram maiores
quantidades de DNA nas extragbes E2 e E3 quando comparada com E1, mas este fato n&o interferiu na
amplificagdo do gene de interesse. Ja para as amostras de latossolo, somente foi possivel obter DNA e

amplificar o gene de interesse nas extragdes E2 e E3, com melhores resultados para o kit FastDNA. Com
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Figura 2 — Gel de agarose 1% com os produtos de amplificagdo do gene 16 rRNA das extragbes sucessivas (E1,
E2 e E3) de chernossolo (1-4) e latossolo (5-8) usando os kits FastDNA, PowerSoil e ZymoBIOMICS. As
amostras foram amplificadas usando triplicata bioldgica. O marcador molecular utilizado foi 100 pb DNA ladder e
as bandas encontram-se na altura de 300 pares de base.

base nesses resultados, é possivel concluir que a utilizagdo do protocolo original dos kits testados nao seria

recomendada para solos com as mesmas caracteristicas que o latossolo usado neste estudo.

Em estudos anteriores, Timéteo (2018), fez a caracterizagdo completa das amostras do horizonte B das duas
classes de solos usadas, e mostrou que uma das principais diferencas entre elas, além dos niveis de fertilidade
que influencia diretamente na qualidade dos solos e consequentemente na quantidade e diversidade de micro-
organismos presentes, & a composi¢ao mineralégica. As amostras de latossolo apresentam maiores quantidades
de argilominerais 1:1 como a caulinita e éxidos, principalmente de silicio, aluminio e ferro, os quais contribuem
para 0 aumento das cargas positivas no solo. Ja o chernossolo apresenta baixa quantidade de caulinita e
elevados teores de vermiculita, argilomineral 2:1 que favorece o aumento de cargas negativas do solo.
Analisando estas informacgdes, é possivel observar que as amostras de latossolo utilizadas apresentam em sua
composigdo maior quantidade de minerais com elevada superficie especifica, baixa capacidade de troca

catinica (CTC) e alta probabilidade de apresentar predominancia de carga positivas (CTA) determinado pelo
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potencial Zeta, caracterizando estas amostras como um solo de cargas variaveis. Nessas condi¢des, ha maior
retencdo de anions, e levando em consideragdo que o DNA é uma molécula com carga negativa, é provavel que
apoés a lise das células, o DNA liberado para o meio fique adsorvido as particulas podendo, assim, ser
preservado. A maioria dos estudos usa argilominerais 2:1, como particula adsorvente, para entender a adsorgéo
do DNA nos solos, no entanto, estes resultados ndo s&o suficientes para elucidar o estudo de adsorgéo de DNA
em solos com cargas varidveis. Saiki e Kunito (2010) descrevem diferentes possibilidades de adsorcao das
moléculas de DNA em constituintes de solos de cargas variaveis. Eles sugerem que a adsor¢do do DNA
depende de varios fatores, mas esta mais relacionada as cargas na superficie dos minerais do que a superficie
especifica. Desta forma, é provavel que estes fatos expliquem a necessidade de 2 efou 3 etapas de lise
mecanica sucessivas para liberagdo de DNA das amostras de latossolo testadas. No entanto, novos ensaios e

analises precisam ser realizados para comprovagéo desta hipotese.

5. Conclusao

o Os kits comerciais utilizados para extragdo de DNA de amostras de solos devem ser criteriosamente
selecionados, uma vez que a eficiéncia de extragdo varia em funcdo da composigao fisica, quimica e

bioldgica dos solos.

o Em anélises independentes de cultivo, os tipos de minerais presentes nos solos podem reter moléculas de
DNA durante as etapas de lise e, consequentemente, subestimar a comunidade microbiana presente nas

amostras.
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