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Abstract: The paper presents semi-quantitative and semi-qualitative molecular methods for the investigation of

the microbial influenced corrosion. Our protocols were elaborated on model Eystems based on pure culture of

Aspergillus niger and sterilized sand seeded with a known amount of A. niger. Thc semi-quantitative analysis

was based on the spectroscopic determination of the DNA concentration (A26d. In order to estimate the

quanrtty of living cells from the corroding material a standard curve was proposed for thc determination of

living cells based on the qtnntity of total DNA. The isolated and quantified genetic material can be derived

from a wide range of living microorganisms .In the microbial influenred corrosion process nat only the

quantitative data, but the determination of thc microbial diversity is important. Thc proposed semi-qualitative

m.ethod lies on the analysis of the rDNA sequences, so called ITS (internal transcribed spacer) regions. In

order to obtain a polymarphic restriction profile, three restriction enrymes were used

Keywords: microbial influenced corrosion, DNA quantification, PCR-RFIP, quantitative and qualitative

evaluation methods.

Introducere
Coroziunea influenfati microbiologic se refer[ la influenta microorganismelor asupra

cineticii proceselor de coroziune a materialelor cauzat de cdtre microorganisme care aderd

suprafefelor (interfefelor) gi formeazd biofilme. Aceste microorganisme sau prin influenfarea

mediului frzico-chimic sau prin activitatea lor metabolicd joac[ un rol crucial in procesul

coroziunii [Beech gi colab. 2000]. Xu gi colab. [2001] considerd cd aceste microorganisme
au rol in2OVo dintre cazurile de coroziune.
Datoritl dezvoltirii ale metodelor biologiei moleculare din ultimii ani, aceste tehnici au

inceput sd fie folosite gi in studierea diversit[f,i microbiene respectiv distribufia acestora in

diferite medii naturale. Metodele cele mai promifitoare in cercetirile referitoare la

coroziunea influentati microbiologic sunt tehnicile studierii ADN-lui microbian. Prin aceste

tehnici pot fi studiate microorganismele dominante gi propor,tia microorganismelor care
influenfeazd coroziunea, respectiv poate fi monitorizat[ procesul de corodare.
hocedura semi-cantitativ[ se bazeazd pe cuantificarea microorganismelor din probele de

material de construclii, prin identificarea ADNJui genomic. Determinarea propusd se
bazeazd. pe determinarea cantitativi a materialului genetic (ADN, ARN) din structura
celulelor vii. in celulele moarte, chiar in prima fazi, de descompunere enzimele denumite
endonucleaze cliveazdmaterialul genetic (ADN, ARN). Deci acest material genomic poate fr

izolat numai din material viu, indiferent de formele de viafl latente/active. Agadar materialul
genetic identificat prin metode specifrce va fi propor,tional cu cantitatea de biomas[ vie din

materialul studiat.
Procedura semi-calitativd const5 in determinarea microorganismelor din probele de material
de constructii pe baza unor secven(e specifice. Aceste secvenle specifice a ADN-lui genomic

cele mai frecvent folosite sunt din regiunea ADNlui ribosomal. Regiunea ADNJui

ribosomal conf,ne cele doud subunitiF (18S, 28S), subunitatea 5.8S a ADNJui ribosomal,
respectiv doud regiuni denumite internal transcribed spacer (ITSI, ITS2), care sunt secvenfe
variabile. Diferite secvente ale ADN-lui ribosomal pot fi amplificati gi analizaf, sau prin

secvenfiere [Bermont-Bouis gi colab, 2OO7l sau prin folosirea enzimelor de restricfe (metoda

RFLP) [Jayarao 9i colab. 1992, Hlji gi colab. 1999] in vederea determinlrii tulpinilor de
fungi.
Agadar, in acest articol prezentiim o proceduri semi-cantitativd gi semi-calitative pentru

evaluarea biocoroziunii, cu metodele biologiei moleculare.
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Tehnica experimentalS

Organismul Si sistemul model
Splcia Aspeigillus niger a fost folositi ca organism model pentru a calcula cantitatea de

ADN extractiuit din ttir"t" de fungi. S-a ales aceast[ specie deoarece este u$or de crescut 9i

este totodati o specie de interes in studierea coroziunii influenlate microbiologic. Specia

Aspergillus nigei afost crescuti pe mediu de culturi Czapek-Dox agatizat (Fluka). Mediile

dg cJturl conlinind sucroz[ ca sursl de carbon 9i nitrat ca sursi de nitrogen au fost

ins[minlate gi incubate 5 zlle la o temperaturl de 30"C in incubator Memmert. Probele de

tesut au iost luate din hifele cresute pe suprafala mediului de cultur[.

Sistemul model beton a fost oblinut prin autoclavarea la l2I"C timp de 60 minute a

nisipului. Acest nisip sterilizar (500 mg) a fost amestecat cu cantitatili bine definite de hife

de Aspergillus niger (organism test).

Extracfa Si purifuarea ADN'lui
IzolareaADN-lui s-a realizat prin metoda clasici a extracliei cu cloroform. Hifele de fungi

se mojareazd gi se incubeaz[ la 4O"C in 400p1 solupie tampol TNES (50 mM Tris-HCl' 100

mM NiaCl, 2 mMacid etilenediamintetraacetic, 17o sodiu dodecil sulfat) 9i 10prl proteinazS K

(2Omglpl) timp de 2 ote. Proteinele sunt precipitate cu 250p1-solugie de 2'6M NaCl, urmat de

o poJfi"*" cu cloroform (500p1). Pentru precipitarea ADN-lui se foloseqte etanol 99Vo.

ADN-ul se suspendeazd cu ap[ ultrapuri.

D e te rminar e s p e c trofo tome tric d
ADN-ul total extras 

"u 
fort determinat prin spectrofotometrie UV-V6 (Varian) la 260 nm, 9i

a fost convertiti in valori de concentralie folosind ecualia Labmert-Beer'

Amplificare cu atnorse sPeciftre
pentru a analiza regiunia AnN-tni ribosomal a probelor de fungi au fost folosite doud

perechi de amorse $ecifice: ITS 4 9i ITS 5, respectiv NSI 9i NLB [Hijri 9i colab. 1999'

il4artin gi RygiewiciZOO+1. Aceste amorse delimiteazl secventa de ADN 5'8 S ribosomal'

respectiv 
"on1i" 

secvente din regiunile ITS (internal transciber spacer). Reaclia de PCR

(amplificarea enzimatice in vitro a ADN-ului) s-a decurs intr-un volum de 25 pl, confinAnd

2.5 1tl lOx tampon enzim[ (0,1 M tris-HCl, pH=8.3, 0,5 M KCl, Promega),2-5 pl din 0'025

M MgCl2 (Promega), 0.5 pl din 0,01M dNTP (Promega), 1-1 Fl amorsa ITS sau NSL

(BiosJarch Technologies), I unitate de polimerazd Taq (Promega) 9i 2 pl ADN fintd'

irogra*ul de amplifi-are: denaturare 3 minute la 95"C, urmate de 33 cicluri de amplificare

care-au cuprins: dlnaturare de 30 secunde la 95"C, annealing primeri de 30 secunde la 54"C,

extensia piimerilor de 1 minut gi 20 secundela72"C; in final s-a efectuat o extensie finali de

10 minute la72"C.

Digestia produgilor cu diferite enzime de restric{rc

il?;"; obfnerii orro.-dif"r"nle in mdrimea piodugilor de restricfie, s-au folosit mai multe

enzime de reitricgie , care prezintA secvente rare de clivare, precum Eco RI, TaqI Si ApaI'

Aceste enzime de restriclie recunosc o anumiti secvenli in stmctura ADN-lui bicatenar, 9i

cliveazdaceasta. Amestecul de reacfie avAnd o cantitate de 20pl a cuprins urmdtorii reactivi:

10X RE buffer (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, I mM DTT, Promega)'

BSA acilat 2 pg (Promega), gi 5 unitdli enzimd de restricliel 2opl amestec de reac$e

(promega) gi AnX $nta. bigestia enzimaticd s-a efectuat prin incubarea amestecului de

reacfie 3h la 37'C.

Electroforezain gel de agarozd
Verific"area u-piifi"a.ii i-a f6cut prin electroforezd in gel de agarozd l'5Vo colorat cu

bromuri de etidiu (Sigma), vi''oilizat gi fotografiat sub lumina UV (Transiluminator
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BioRad).

Rezultate 9i discufii

M e to da s e mi- c antitativ d
Obiectivul determinlrii concentraliei de ADN total, a constituit realizuea curbei eralon
Pentru aceasta, s-a folosit ADN-ul izolat din letusturile fungice etalon, pe baza cdruia s-au
luat diferite cantitif de fesut in procesul de izolare. ADN-ul total extras a fost determinar
prin spectrofotometrie UV-VIS (Varian) la 26O nm, gi a fost convertit[ in valori dc
concentratie folosind ecuafia Labmert-Beer.
ADN-ul a fost izolat gi purificat in total din 12 probe de (esut de Aspergillus niger, iar
cantitilile de fesut au avut valori intre 0.3 mg gi 3.9 mg. Prin spectrofotometrie, folosind un
spectrofotometru UV-Vis Varian Cary 50 Conc, s-a determinat valorile absorbfilor la 2ffi
nm cu programul RNA-DNA Cary Win Estimation Application. Pentru a se putea calcula
cantitatea de fesut viu, pe baza datelor de ADN izolat din diferite probe, s-a intocmit dreapra
de regresie (datele nu sunt prezentate) gi s-a calculat ecuafia de regresie (y=1.2534*x) a
dreptei.
insd se cunoa$te din literatura de specialitate, cd din probele de mediu eficienla recuperinr
biomasei de microorganisme vaieazd. in cazul probelor de sol, pentru particulele de sol
trebuie sd fie eliminate ceea ce se poate realiza prin centrifugare dup[ o prealabild tratare a
solului cu amestecul de lizi celulari [Yeates gi colab. 1998]. Eficienta recuperdrii biomascr
de fungi s-a dovedit a fi intre 4.3Vo-52.8Vo folosind diferite metode [Kabir gi colab. 2003]
Agadar in vederea estimdrii eficacitdfii izolirii ADN-lui din materiale de construcgie s-au
realizat probe model, continind atAt material viu cAt gi material de construcfie.
Sistemul model beton a fost ob{inut prin autoclavarea la I2I"C timp de 60 minute a
nisipului. Acest nisip sterilizat (500 mg) a fost amestecat cu cantitatifi bine definite de hifc
de Aspergillus niger (organism test). Acest amestec a fost omogenizat, dupd care a fost supus
procedurii de izolare de ADN. Izolarea ADN-lui s-a realizat prin metoda clasicd a exrracper
cu cloroform. Pentru analiza cantitativd a ADN-lui izolat s-a folosit metoda
spectrofotometric[.
Obiectivul determindrii concentraliei de ADN total a constituit determinarea cantiEFi dc
ADN pierdute in urma izoldrii din probe de mediu. ADN-ul a fost izolat gi purificat in toral
din 12 probe model, prez€ntand cantitili de lesut de Aspergillus niger intre 0.4 mg gi 4.9 m_e
gi o cantitate de nisip sterilizat (500 mg).
Pentru estimiri ulterioare privind cantitatea de lesut viu in materialele de construclte, pebaza
datelor de ADN izolat din diferite probe model, s-a realizat graficul curbei etalon. Pe bazz
graficului, s-a trasat dreapta de regresie gi s-a calculat ecuaFa de regresie (y=0.688*x) a
dreptei (Fig. 1.).
Folosind ecuafia calculati pentru probele de fesut fungic (y=I.2534*x) am calculat valorilc
cantitililor de ADN care teoretic trebuia ob[inut din cantitiFle de fesut folosite in probelc
model. Cantitatea de ADN obflnut din probele model (nisip gi fungi) s-a dovedit a fi mar
scazuti. Aceste valori estimate gi cele oblinute au fost comparate prin testul Chi pirar
(Microsoft Excel 2007). Testul Chi p[trat a ardtat c[ similitudinea este de 75.757a. Deci
cantitatea recuperati este aprox. 75Vo din cantitatea de ADN izolatin conditii normale.
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Fig.1. Curba etalon realizati din probe model, pentru determinarea candtefii de fesut (in mg) cunoscAnd valorile
de ADN din probd

M e to da s e mi- c alitativ d
Materialul genetic poate proveni de la orice microorganism (alge, bacterii, fungi), care in
proesele coroziunii influenlate microbiologic au efecte diferite. Datele calitative, respectiv
determinirile la nivel de specii sau gen a microorganismelor sunt necesare in vederea
determin[rii rolului acestora in procesul coroziunii, respectiv in vederea predic{iei efectului
acestora asupra materialului corodat.
Ampliconii ITS4-ITS5 rezultafi in urma reacFei de polimerazn @CR) au o mirime de aprox.
600 pb gi cuprind regiunea 5.8S ADN ribosomal. O regiune mai mare a ADN-lui ribosomal a
fost amplificati cu perechea de amorse NSI I-NLB4 care a rezultat un amplicon de 900 pb.
Acegti produgi de 600 respectiv de 900 de perechi de baze au fost digerali cu diferite enzime
de restricfie in vederea obtinerii unor diferefe in genomul diferitor specii/genuri de fungi. Ca
rczultat al digestiei enzimatice cu enzima EcoRI nu se observl polimorfism. Deoarece
enzima EcoRI nu s-a dovedit a fi o enzimd specificd, folosibild in determinarea moleculari
unor tulpini de fungi, s-au ales alte enzime de restricfe (ApaI, TaqD.Pe imaginea gelului de
agarozd se observi polimorfism accentuat atAt in caztl enzimei de restricFe ApaI cit gi in
caztrl enztmei de restricfe TaqI (Fig 2.).
Probele 1.1. gi 1.3 provin din hife de fungi aparlinAnd genului Penicilium sp., $i au fost
determinate microscopic. Pe figura 2 (sngefi de culoare inchisi) se observ6 secven(e de ADN
de mirimi diferite, care au fost ob$nute in urma digestiei ampliconilor ITS cu enzima ApaI.
Proba I.I. prezinti. dou[ benzi accentuate in intervalul 100-300 pb (respectiv 280, 180 pb),
iar proba 1.3. prezintl secvenfe de ADN mai mari, intre 42O-280 perechi debaze.
ins[ aceste date referitoare Ia analiza produgilor ob{inute in urma digestiei cu o enzimi sunt
insuficiente. Metoda RFLP are la bazd diferen{ierea produgilor obfinute in urma digestiei
enzimatice, insi impune folosirea a mai multor enzime, respectiv doui probe sunt
considerate a fi diferite in cazul in care ADN-ul Fntd este digerat diferit de c[tre 2 enzime. A
doua enzimi folositd in studiul de fa{d a fost enzima TaqI.
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Fi@ igarozda produgilor de RFLP cu enzimeleApal, TaqI.
- 

Binzile oblinute se compard cu marker molecular 100 pb (MM)'

pe figura 2 (slge{i de culoare deschisi) se observi secven,te de ADN de m[rimi diferite. Fc

gel, i-n cazul pr;bei 1 . I . se observd benzi accentuate intre 100-200 perechi de baz'e, (200' I 80'

IOO pU;, iar proba 1.3. prezintd atit secvenle mici, prezente in cazul probei l.l' (160, 180 pb)

cit gi secvenle mai mari in domeniul300-320 pb 9i260-280 pb'

Aceste doui probe, 1.1. gi 1.3. deci prezintA diferenle in produgii ob$nu,ti in urma analizci

RAPD. Deci probele 1.1. gi 1.3 reprezinti diferite tulpini de Penicilium sp-

Concluzii
S-au elaborat doud metode, una semi-cantitativl gi alta semi-calitativd bazatd pe metdelc

biologiei moleculare pentru studierea coroziunii influenlate microbiologic. Protocoalele &

lucru au fost elaborate pe sisteme model. Metoda semi-cantitaivd, bazatil pe analiza

spectrofotometricd a ADN-lui este o metodl adecvati in analiza biomasei microorganismelor

din probe de material corodat. Metoda semi-calitativd se bazeazd pe analiza secven(elor dc

ADN ribosomal fungic, prin metoda RFLP. Secvenla ADN-lui ribosomal 9i enzimele dc

restriclie folosite QiqI gi epa4 s-au dovedit a fi utile in studierea diferitor tulpini de fungi

cu rol in biocoroziune.
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