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Resumo

O solo ¢ um dos mais complexos e desafiantes ambientes para os microbiologistas, contendo
a maior diversidade microbiana do planeta. A biodiversidade existente no solo é considerada
como um potencial cientifico a ser explorado, contudo, o isolamento microbiologico
tradicional limita a obtencdo de grande parte da microbiota presente. A metagenoma
possibilita o acesso a comunidade microbiana total, inclusive permite identificar micro-
organismos incultivaveis em laboratério. A exploracdo da microbiota do solo desvenda
caracteristicas taxondmicas do ambiente, fator crucial a preservacao da diversidade. A
metagenoma possibilita ndo apenas a identificagdo dos micro-organismos como também
desvendar o enorme pool de genes desconhecidos que codificam novas enzimas e proteinas.
Atualmente, a busca mundial por novos biocatalisadores envolvendo a pesquisa com etanol de
segunda geracdo, ¢ apontada como principal responsavel pela utilizacdo de ferramentas
moleculares. A proposta de muitos pesquisadores e cientistas corrobora com a utilizacao de
métodos invasivos a microbiota do solo, j4 que o mesmo ¢ indiscutivel em termos de
biodiversidade, acoplada certamente a catalisadores biologicos com possivel aplicagdao
biotecnoldgica. Desvendar o ambiente do solo € possibilitar avangos cientificos fundamentais
para o crescimento econdmico mundial.
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Abstract

Soil contains the higher microbial diversity in Earth and also constitutes one of complex and
challenging environment for microbiologists. There is unlimited scientific potential to be
explored on soil studies but the isolation of microbiote by traditional microbiological
techniques is limited by disposable knowledge on cultivation conditions. Metagenomics
possibilities the access to total microbial communities present in virtual any ecosystem and
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the identification of uncultivable microorganisms. In turn, the exploration of soil microbiome
reveals taxonomic characteristics that are crucial for diversity preservation. Metagenomics
also collaborates to prospection of a huge pool of unknown genes which codifies important
proteins and enzymes with biotechnological potential. Currently, the global search for new
biocatalysts includes research based on second generation ethanol and configures the major
source for application of molecular tools. Many scientists and researchers corroborates the
utilization of invasive methods to access soil microbiome once it is unquestionable its
richness in biodiversity and biocatalysts concerning biotechnological application. Disclosure
soil environment conditions is bring forth fundamental scientific advances for increase global
economics.

Keywords: Biodiversity, 16S rDNA, 18S rDNA, Soil.

1 Introducao

Analises metagendomicas de amostras ambientais tém sido propostas por ser a mais
acurada técnica para descri¢do de comunidades microbianas presentes em um habitat (von
MERING, C. P. et al., 2007). O solo representa a maior fonte de diversidade microbiana em
todo o planeta, sendo essa biodiversidade oculta e representativa de um grande recurso
inexplorado na obtencdo de produtos naturais com potencial para aplicagdo na agricultura e
outras areas que envolvem a biotecnologia (SLEATOR et al., 2008).

A metagenoma elucida genomas de micro-organismos incultivaveis com o objetivo de
melhorar a compreensdo a cerca da ecologia microbiana global e direcionar as pesquisas
visando o aumento na descoberta de novas enzimas e biomoléculas (SCHMEISSER et al.,
2007). A diversidade microbiana em ambientes como o solo, sedimentos ou 4dgua tém sido
acessada pela andlise de genes considerados “relogios moleculares”, como os RNAs
ribossomicos /6S rRNA, 18S rRNA e os espacadores transcritos internos (/75), devido a esses
apresentarem regides conservadas que podem ser utilizadas na comparacao e classificacdo
taxondmica dos micro-organismos. Desde a clonagem e sequenciamento, o processo ¢
relativamente rapido e considerado uma poderosa ferramenta para entendimento da dindmica
e diversidade das comunidades microbianas dos mais diversificados ambientes (PETROSINO
et al., 2009). A tecnologia metagendmica vinculada aos genes constitutivos alcanga uma nova
dimensdo na caracterizagdo da complexidade que se forma a partir da interagdo (ou

sinergismo) existente entre as diferentes comunidades microbianas, o que desperta cada vez



mais o interesse dos cientistas quanto a caracterizagdo e interpretacdo das agdes
desempenhadas pelos micro-organismos nos mais variados ambientes, como o solo.

A 1identificagdo microbiologica do solo permite realizar pesquisas que acarretam em
avangos consideraveis, como a busca por enzimas envolvidas no processo de obtencdo de
biocombustiveis, por exemplo. Enzimas disponiveis no ambiente de solo desempenham
funcdo bioquimica em todos os processos de decomposicdo da matéria organica no sistema
(SINSABAUGH et al., 1991). Dentro das aplicagdes que envolvem o interesse
biotecnoldgico, a melhor compreensdo da atividade destas enzimas no ecossistema abre uma
oportunidade Unica de acesso aos recursos enzimaticos derivados dos mais variados micro-
organismos existentes no solo e que podem ser relevantes para as mais variadas aplicagdes
(HANDELSMAN et al., 1998).

O acesso as sequencias metagenomicas das comunidades microbianas presentes no
solo, permite a identificagdo e exploragdo de novos biocatalisadores com importancia
biotecnoldgica. Com este intuito, a presente revisao foca a metodologia atualmente aplicada
na descrigdo ambiental dos micro-organismos, e agrega questdes onde a aplicagdo e

exploracdo de biomoléculas se torna possivel devido a utilizagao de ferramentas moleculares.

2 Revisao de literatura

Micro-organismos tém sido integrados na histéria e funcdo de vida na Terra,
executando um papel central no clima, geologia, geoquimica e evolucao bioldgica (XU,
2006). O universo microbiano vem sendo explorado ha tempos pela humanidade. Ha indicios
historicos de que babilonios e sumérios no ano 6 mil a.C. utilizavam cereais para produzir
bebidas alcodlicas por meio de processos fermentativos. Egipcios utilizaram fermento em
meados do ano 2 mil a.C., para a fabricacdo de cerveja e pao (BUD, 1993). A invengao do
microscopio por Anton van Leeuwenhock abriu caminhos para o que ainda estava encoberto,
como a descri¢do da existéncia de seres microscopicos no século 17. Os micro-organismos
envolvidos na fermentagdo foram elucidados como responsaveis pelo processo em 1876 por
Louis Pasteur. Conseguinte a este, Robert Koch descreveu meios de cultivo com agar para
1solamento de micro-organismos - base fundamental para a microbiologia classica bacteriana

(KELLER e ZENGLER, 2004).



Houve indicios da existéncia de enzimas em 1897 por Eduard Buchner pontuando que
a conversao de agucar em alcool ocorrera na auséncia de células vivas. Um advento
importante na historia microbioldgica ocorreu no periodo de crise mundial, em 1929, quando
Alexander Fleming trabalhando com Staphylococcus aureus observou que seu
desenvolvimento em placas de cultivo, era inibido na presenca de certo contaminante, o fungo
Penicillium notatum (DEMAIN, 2006).

Na década de 50 houve um marco na histéria cientifica com a descoberta da molécula
de DNA por James Watson e Francis Crick, que revolucionou conceitos e teorias descritas
proporcionando caminhos importantes nas pesquisas. Apos desvendarem a molécula da vida
com o artigo intitulado “Molecular structure of nucleic acids; a structure for deoxyribose
nucleic acid”, a manipulagao molecular avangou consideravelmente. Técnicas de manipulagdo
génica progrediram na década de 70, periodo em que a biotecnologia passou a existir de fato.
A microbiologia classica em harmonia com a biologia molecular possibilitou o surgimento de

novas ferramentas moleculares como a metagenoma.

3 Riqueza da comunidade microbiana ambiental

As comunidades microbianas contem uma complexidade incomparavel, o que as torna
recalcitrante para descrever e comparar. A caracterizacdo desta complexidade contribuird para
o entendimento de processos ecologicos que direcionam interacdes micro-organismo-
hospedeiro, biorremediagdo e biogeoquimica. Além disso, uma estimativa da riqueza de
espécies de um ambiente ¢ um indicativo da plenitude do perfil de uma comunidade. Ha
dificuldade em estimar a diversidade de uma comunidade microbiana, devido a estrutura desta
que raramente se encaixa a uma distribuicdo bem definida (SCHLOSS e HANDELSMAN,
2007).

Métodos de andlise molecular da comunidade microbiana tém revolucionado nosso
entendimento de diversidade e distribuig¢do de bactérias, arqueias e micro-organismos
eucariotos. As informagdes obtidas t€ém adequadamente demonstrado que a andlise de
sistemas modelo microbianos podem prover importantes percep¢des dentro da funcionalidade
e estabilidade de um ecossistema (BENT e FORNEY, 2008). O acesso acurado da
composicao destas comunidades microbianas nos permite caracterizar padrdes espaciais e

temporais de diversidade, bem como respostas a mudancas nas condigdes ambientais,



perturbagdes e tratamentos. O primeiro passo ¢ alcangar um consenso em relacdo a que
inferéncia pode ou ndo pode ser feita no que se refere a estrutura da comunidade microbiana
dada a inerente limitacdo imposta por métodos utilizados em estudos sobre a ecologia
microbiana e pela diversidade extraordinaria encontrada na maioria dos habitats (DAHLLOF,
2002; WARD, 2002).

O nGmero total de células microbianas na Terra estd estimado em 103
(TURNBAUGH e GORDON, 2008). Os genomas destas espécies, principalmente as
incultivaveis, codificam um reservatorio inexplorado de novas enzimas e importantes
metabolitos.

O solo ¢ um dos mais complexos e desafiantes ambientes para os microbiologistas,
contendo a maior diversidade microbiana do planeta. A maioria destes micro-organismos
ainda ndo estdo caracterizados e representam um reservatorio enorme de diversidade genética
e metabolica ainda ndo muito explorado (MOCALLI e BENEDETTI, 2010). Devido a imensa
heterogeneidade fisica, quimica e bioldgica, o solo ¢ considerado o ambiente microbiano mais
diverso no mundo (DANIEL, 2005). H4 estimativa de que 1 grama de solo pode conter até
10° células microbianas, representando mais de 10.000 genomas (TORSVIK e OVREAS,
2002). O numero total de células procaridticas presentes no solo, por exemplo, esta estimado
em 4-6 x 10°° incluindo 10° — 10® genomas individuais pertencentes a diferentes espécies
(SLEATOR et al., 2008). Métodos de quantificacdo celular em areas de interesse agrondmico
tém papel fundamental na economia brasileira (STROPA, 2009). Por esta razdo, ¢ crucial o
acesso e preservacao da diversidade dos micro-organismos do solo, por conterem um grande
conjunto de genes desconhecidos que codificam novas enzimas e proteinas (MOCALLI e

BENEDETTI, 2010).

4 Estratégia para acessar a diversidade de micro-organismos do solo

O termo diversidade ¢ um conceito geral ecoldgico que tem vdarios significados e
medidas, os quais sdo freqiientemente utilizados. O célculo de um indicativo de diversidade
envolve uma informacgao refinada contida em dados de analise de comunidade dentro de um
simples valor numérico que reflete o nimero e abundancia relativa de filotipos em uma tnica
comunidade microbiana. A utilizacdo de medidas de diversidade, de fato ¢ a captura de
informagdes a respeito da biodiversidade resumindo riqueza e regularidade dentro de um

numero real (BENT e FORNEY, 2008).



A microbiologia tem passado por uma transformacdo durante os tltimos 25 anos, que
tem alterado a visdo dos microbiologistas de como estudar certas peculiaridades dos micro-
organismos. A percepcao de que muitos dos micro-organismos nao podiam ser cultivados em
laboratorio, fomentou uma revolugdo na microbiologia. O estudo de micro-organismos nao
cultivaveis tem expandido do “Quem estd 14?” para “O que eles estdo fazendo 14?”. A
mudanca desencadeou vdrias técnicas, incluindo a andlise genética de um conjunto de micro-
organismos (HANDELSMAN, 2004).

O acesso as informacdes de diversidade do solo ¢ possivel por meio do isolamento do
DNA total de uma amostra ambiental. O cultivo e isolamento de micro-organismos ¢ um
método tradicional de microbiologia, porém, somente 0,1 a 1,0% da microbiota do solo sao
cultivaveis por meio de métodos padroes (TORSVIK et al., 1990; AMANN et al., 1995;
TORSVIK et al., 2002). O DNA coletivo da biota do solo ¢ acessado utilizando-se da
metagenoma (HANDELSMAN et al., 2008). O conceito de metagenoma ¢ o acesso ao DNA
microbiano total extraido de uma amostra ambiental independente de cultivo, incluindo
clonagem e andlise da amostra. A metagenoma ¢ uma poderosa ferramenta para explorar a
ecologia e perfil metabolico do complexo ambiente das comunidades microbianas, bem como
identificar novas biomoléculas pelo uso de bibliotecas construidas oriundas de &cidos
nucléicos isolados (DANIEL, 2005; FERRER et al., 2009; HANDELSMAN, 2004; SIMON e
DANIEL, 2010; STEELE et al., 2009). Muitos trabalhos de diversidade da microbiota do solo
por meio da metagenoma vém sendo estudado (SILVEIRA et al., 2006; VAL-MORAES et
al., 2009; PEREIRA et al., 2006). Alguns protocolos para isolamento de DNA microbiano
oriundo do solo foram publicados (OGRAM et al., 1987, LLOYD e HUNTER, 2001).

A construcao de bibliotecas metagendmicas inicia-se pelo isolamento de DNA de alta
qualidade que seja adequado para clonagem e represente a diversidade microbiana presente na
amostra original.

As etapas para a constru¢do de bibliotecas metagendmicas incluem: (i) isolamento de
DNA do solo; (ii) ligagdo do DNA em vetor especifico; (iii) clonagem do DNA e insercao do
vetor em célula hospedeira; (iv) constru¢do da biblioteca metagendmica; e (v) rastreamento

dos clones da biblioteca (Figura 01).



FIGURA 1 - Esquema geral das etapas que envolvem a constru¢do de bibliotecas
metagendmicas (Fonte: adaptado de Daniel, R. 2005, p. 2).
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5 Marcadores moleculares utilizados na identificacdo de micro-organismos

Em 1987 Woese discorreu sobre a classificagdo filogenética com base em detalhes
morfoldgicos para plantas e animais ser relativamente mais facil visto a riqueza em detalhes
morfologicos complexos que esses organismos apresentam em relagdo as bactérias, que
possuem caracteristicas mais simples. A classificagdo de organismos com base na fisiologia se
torna complexa tendo em vista as “armadilhas” que a técnica pode resultar, fazendo com que
ocorram erros classificatorios. Como alternativa a essas “armadilhas” o uso de genes do RNA
ribossomico (rRNA) como marcadores moleculares foi considerado mais vantajoso visto a sua
elevada regularidade funcional entre micro-organismos, permitindo que durante a
classificagdo filogenética ocorra a identificacdo do tdxon mais elevado.

O gene 16S ¥RNA (ou 16S rDNA) presente em procariotos, pode ser utilizado na
identificacdo de bactérias em analises utilizando sequénciamento de DNA, seja ele

proveniente de isolados ou metagenoma (HANDELSMAN et al., 1998; KAKIRDE ef al.,



2010). Este gene possui aproximadamente 1.500 pares de bases (pb) e apresenta 9 regides
conservadas intercaladas com 9 regides variaveis, onde o comprimento de cada regido varia
de organismo para organismo. Essa estrutura pode ser sequenciada utilizando métodos de

Sanger ou Pirosequenciamento (Figura 2).

FIGURA 2 - Especificagdo das regidoes conservadas e variaveis presentes no gene /6S rRNA.
As regides identificadas como C1-9 sdo referentes as regides conservadas e as
identificadas como V1-9, representam as regides variaveis. As setas no detalhe
representam possiveis regides de pareamento de oligoiniciadores (primes) para a
amplificacdo ou sequenciamento (Adaptado de PETROSINO et al., 2009).

Amplificagdo e
uenciamento

Na éarea clinica, a identificacdo do agente patogénico é de extrema importancia, visto
os danos ocasionados pelo mesmo ao hospedeiro e por essa razao a sua classificagdo permite
atribuir inferéncias quanto a associa¢do patolégica e terapia antimicrobiana mais eficaz
(CLARRIDGE, 2004; JANDA et al., 2007). Na area de biorremediagao pode ser realizado um
estudo da comunidade microbiana associada a degradagdo de agentes contaminantes, como 0
6leo diesel. O Brasil ¢ um dos maiores produtores de 6leo de petrdleo no mundo e
preocupagdes quanto ao risco de acidentes ambientais ¢ uma constante. Os compostos de
petréleo possuem em sua composicao, diferentes componentes como alcenos e uma infinidade
de compostos aromaticos que podem ser degradados pelos micro-organismos enddgenos
isolados de é4reas contaminadas. Esses micro-organismos podem ser utilizados em lugares
impactados para a recuperagdo natural do ambiente através da conversio das moléculas
complexas em substancias inertes. Estudos visando desvendar a identificacdo de isolados ou
das comunidades procarioticas que atuam na degradacao de oleo diesel sao desenvolvidos em
todo o mundo, proporcionando uma melhor compreensao da acdo microbiana sobre moléculas
derivadas de misturas ou queima de hidrocarbonetos (OLIVEIRA et al., 2008; PAIXAO et
al., 2010; KHANNA et al., 2012).



Outro marcador frequentemente utilizado na identificagdo e classificagdo filogenética
de micro-organismos ¢ a regido dos espacadores transcritos internos (ITS, do inglés “Internal
Transcribed Spacer”) que € comum aos procariotos € eucariotos. Nos procariotos a regiao ITS
esta localizada entre uma regido operon que contém genes codificantes para trés RNA’s (168,
23S e 5S) que estdo presente em multiplas cOpias no genoma bacteriano. Boyer e
colaboradores (2001) avaliaram a variagdo dos operons de cinco espécies de cianobactérias:
Scytonema hyalinum, Tolypothrix distorta, Calothrix parietina, Coelodesmium wrangelii e
dois isolados que pertenciam a um novo género putativo (identificados como SRS6 e SRS70).
As analises comparativas mostraram diferencas nos tamanhos das regides ITS em pares de
base dos isolados pertencentes ao novo género em relacdo a C. parietina (347 pb) e S.
hyalinum (648 pb), além de apresentar presenca e auséncia de certos RNA’s transcritos.

Em eucariotos, a regido ITS 1 e ITS 2 esta localizada entre os genes /85-26S do rRNA

(Figura 3) que também podem ser amplificadas com o auxilio de primers especificos.

FIGURA 3 - As regides ITS 1 e ITS 2 presente em eucariotos sdo flanqueadas pelos genes
185-26 rRNA. Em procariotos a regido ITS ¢ flanqueada pelos genes /6S-23S
rRNA (BOYER et al., 2001; MIRANDA et al., 2010).
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Miranda e colaboradores (2010) realizaram extracdo de DNA de tecidos de plantas
carnivoras da espécie Drosera (pertencente a familia Droseraceae) e realizaram a
amplificagdo das regides ITS 1 e ITS 2 utilizando primers ‘“universais”. Apds o
sequenciamento o resultado verificado pelo programa BLASTN, disponivel no banco de
dados National Center for Biotechnology Information (NCBI, disponivel em:
<http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn& BLAST PROGRAMS=megaBl
ast&PAGE_TYPE=BlastSearch& SHOW_ DEFAULTS=on&LINK LOC=blasthome>), foi
relacionado a fungos basidiomicetos e nao a espécies de Drosera, resultado que nao era
esperado. Em outras andlises os autores conseguiram classificar filogeneticamente as
sequéncias obtidas com o grupo dos fungos basiomicetos, conforme atestado pelo BLASTN,
ao utilizar outras ferramentas (softwares) apropriadas para este objetivo. Esta amplificacao

inesperada foi atribuida a provavel mistura de DNA’s no processo de extragdo do DNA do



tecido de Drosera, podendo significar que o protocolo utilizado na extragdo ainda precisa ser
melhorado para a obtencdo de melhores resultados.

A agricultura da soja (Glycine max [L.] Merrill) ocupa posicdo de destaque na
economia brasileira apresentando 49% da 4rea plantada em grdos no pais onde a industria
transforma cerca de 30.7 milhdes de toneladas de soja por ano, que podem ser convertidas em
6leo comestivel e farelo proteico (MAPA, 2012). Em 2001 foi constatada na cidade de
Londrina-PR a presenca da ferrugem asidtica da soja que ¢ causada pelo fungo Phakopsora
pachyrhizi Sydow & Sydow e, posteriormente, foi verificada a dispersdao deste agente
fitopatologico por todo o Brasil (AZEVEDO et al., 2007, AGUIAR JR et al., 2011). Analises
das duas regidoes ITS de isolados brasileiros de P. pachyrhizi apontam pouca variagdo de
nucleotideos nessas regides quando comparado com outras sequéncias depositadas no
GenBank (disponivel em <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>), presente no NCBI, o que ndo esta
de acordo com outros estudos. Isso mostra que outras analises precisam ser realizadas para o
melhor entendimento desta variagdo de dados. O padrio identificado quanto ao estudo
filogeografico evidenciou que alguns micro-organismos isolados no Brasil possuiam
caracteristicas de partilhar um mesmo ancestral com ribotipos Africanos do que com
Asiaticos. Isso suporta a teoria de que a dispersdo deste agente fitopatogénico em forma de
esporos se deu por corrente de ar transatlantica a partir da Africa (FREIRE e al., 2008).

Esses estudos comprovam a premissa de que genes constitutivos podem ser utilizados
como método de identificagdo de sequencias, mesmo que derivados de amostras
metagenomicas, permitindo explorar e inferir a diversidade da microbiota de ambientes sob
condi¢des diversificadas e avaliar a relevancia que esta diversidade ocasiona ao ambiente

estudado.

6 Consideracoes finais

Os micro-organismos sd3o 0s maiores responsaveis por atividades metabolicas e fluxo de
energia em ambientes como o solo, sendo este considerado um reservatorio de diversidade
genética e funcional. A riqueza da diversidade microbiana e atividades metabdlicas sdo
acessadas por meio da metagenoma com avangos consideraveis particularmente no estudo de
bioenergia. O universo microbiano no solo ¢ uma fonte de pesquisa que fomenta exploragdes
tanto de interesse econOmico quanto ecologico. A perspectiva da pesquisa nesta area

certamente possibilitard o conhecimento e possivel aplicagdao biotecnologica congruente.
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