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Resumo: Micro-organismos estdo presentes em todos os lugares da Terra que suportam vida. Os solos
apresentam maior quantidade e diversidade bacteriana do que a dgua ou o ar, devido a sua heterogeneidade
de substratos. Estima-se que ha um milhdo de espécies de bactérias em 30 gramas de solos florestais e que
havera pelo menos um bilhdo de espécies em todo o mundo. Apesar de constituirem somente de 1 a 4% do
carbono total e ocuparem menos de 5% do espago poroso do solo, a diversidade e a quantidade de micro-
organismos nesse ambiente é bastante elevada. Entretanto, como o solo é normalmente um ambiente
estressante, limitado por nutrientes, somente 15 a 30% das bactérias e 10% dos fungos se encontram em
estado ativo. Os componentes microbianos vivos do solo sdo também denominados de biomassa microbiana
e as bactérias e fungos respondem por cerca de 90% da atividade microbiana do solo. A diversidade
microbiana se encontra diretamente relacionada com um conjunto de fatores abidticos (atmosfera,
temperatura, agua, pH, potencial redox, fontes nutricionais, entre outros) e bidticos (genética microbiana, a
interacdo entre os micro-organismos, entre outros), que permite o desenvolvimento microbiano e a
estruturacdo da comunidade viva dos solos. A interacdo entre esses fatores influencia diretamente a
ecologia, a atividade e a dindmica populacional de micro-organismos no solo. Muitas transformacdes criticas
dos principais ciclos biogeoquimicos da biosfera ocorrem nos solos e sdo facilitadas pelos organismos que
nele vivem. Apesar da importancia de todos os micro-organismos que compdem a microbiota dos solos, esse
trabalho tratard mais detalhadamente da comunidade bacteriana desse ambiente e o seu papel no
desenvolvimento das plantas e nos ciclos biogeoquimicos. Além disso, esse trabalho aborda os principais
métodos de analise de comunidades bacterianas dos solos mais utilizados atualmente.
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Abstract: Microorganisms are present everywhere on Earth that supports life. Soils have a higher amount and
bacterial diversity than water or air, due to their heterogeneity of substrates. It is estimated that there are
one million species of bacteria in 30 grams of forest soils and that there will be at least one billion species
worldwide. Although they constitute only 1 to 4% of the total carbon and occupy less than 5% of the porous
space of the soil, the diversity and number of microorganisms in this environment is quite high. However, as
soil is usually a stressful environment, limited by nutrients, only 15 to 30% of bacteria and 10% of fungi are in
an active state. Living microbial soil components are also called microbial biomass and bacteria and fungi
account for about 90% of soil microbial activity. Microbial diversity is related to a set of abiotic factors
(atmosphere, temperature, water, pH, redox potential, nutritional sources, among others) and biotics
(microbial genetics, the interaction between microorganisms, among others), which allows microbial
development and the structuring of the living community of soils. The interaction between these factors
directly influences the ecology, activity, and population dynamics of microorganisms in the soil. Many critical
transformations of the main biogeochemical cycles of the biosphere occur in soils and are facilitated by the
organisms that live in it. Despite the importance of all microorganisms that make up the soil microbiota, this
work will deal in more detail with the bacterial community of this environment and its role in plant
development and biogeochemical cycles. In addition, this work addresses the main methods of analysis of
soils bacterial communities currently used.

Keywords: bactérias promotoras do crescimento vegetal, diversidade microbiana, microbiota, nitrogénio,
sequenciamento

Introducgao

Em todos os lugares da Terra que suportam a vida encontramos micro-organismos. Isso inclui
habitats que nos sdao familiares, como solo, agua e ar, bem como ambientes extremos. Bactérias
extremofilas, por exemplo, podem habitar locais indspitos como vulcdes, lagos congelados ou aguas
extremamente salinas. Essas bactérias ndo sé toleram condi¢cdes extremas, mas, muitas vezes,
precisam desse tipo de ambiente para se multiplicarem?. Os solos apresentam maior quantidade e
diversidade bacteriana do que a dgua ou o ar, devido a sua heterogeneidade de substratos. Estima-
se que ha um milhdo de espécies de bactérias em 30 gramas de solos florestais e que havera, pelo
menos, um bilhdo de espécies em todo o mundo?3.

Micro-organismos do solo, em conjunto com a biota total e, especialmente, com a vegetacao
superior, constituem, junto com clima, topografia, material de origem parental e tempo, um dos
cinco fatores que interagem na formagao do solo . Os micro-organismos do solo, também chamados
coletivamente de microbiota, sdo representados por cinco grandes grupos, com diversidade e
guantidade bastante elevadas: bactérias, actinomicetos, fungos (ver Quadro 1), algas e
protozoarios. Esses grupos respondem por 1 a 4% do carbono total e ocupam menos de 5% do
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espaco poroso do solo. Entretanto, como o solo é normalmente um ambiente estressante, limitado
de nutrientes, somente 15 a 30% das bactérias e 10% dos fungos se encontram em estado ativo®.

Os componentes microbianos vivos do solo sdo também denominados de biomassa
microbiana e as bactérias e fungos respondem por cerca de 90% da atividade microbiana do solo>.
Essa atividade é um dos grandes mediadores da formacdao do solo e estabilizacdo de seus
agregados®, de tal forma que a presenca de micro-organismos faz parte da definicdo de “solo”. Os
agregados sao formados por diferentes proporcdes de areia, argila e silte que funcionam como um
suporte fisico para a aderéncia microbiana e proporcionam condicdes diferenciadas de aeracdo e
disponibilidade de nutrientes, os quais possibilitam a coexisténcia de milhares de micro-organismos,
com diferenciadas habilidades metabdlicas (Figura 1)’. Além disso, a microbiota dos solos pode ser
um fator determinante no controle da diversidade da flora e da fauna, acima ou abaixo dele®?°.

areia

silte
argila
matéria organica

agua

fungos
bactérias
arquéias

Figura 1. Esquema da estrutura, composicdo e organizacdao de um agregado de solo. Adaptado de
Cotta, 2016".

A diversidade microbiana se encontra diretamente relacionada com um conjunto de fatores
abidticos (atmosfera, temperatura, agua, pH, potencial redox, fontes nutricionais, entre outros) e
bidticos (genética microbiana, a interagdo entre os micro-organismos, entre outros), que permite o
desenvolvimento microbiano e a estruturagao da comunidade viva dos solos. A interagao entre
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esses fatores influencia diretamente a ecologia, a atividade e a dindmica populacional de micro-
organismos no solo’ e evidencia a importancia de estratégias ambientais sustentaveis que visem a
manutengdo e a conservagdo da diversidade e funcionalidade da comunidade microbiana nesse
ambiente.

Quadro 1. Os fungos, outro grupo importante de micro-organismos do solo

Devido a sua capacidade de produzir uma grande variedade de enzimas extracelulares,
os fungos sdo capazes de quebrar todos os tipos de matéria organica, decompondo os
componentes do solo e, assim, regulando o equilibrio de carbono e nutrientes?®. Os fungos
convertem matéria organica morta em biomassa, didxido de carbono e acidos organicos. Muitas
espécies de fungos possuem a capacidade de agir como biossorventes eficazes de metais toxicos,
como cadmio, cobre, mercurio, chumbo e zinco, acumulando-os em seus corpos frutiferos,
embora esses elementos possam inibir seu crescimento e afetar sua reproducdo® Os fungos
podem ser encontrados em quase todos os ambientes e podem viver em uma ampla faixa de pH
e temperatura®.

Micorrizas arbusculares sdo associacdes simbidticas mutualistas formadas entre fungos
zigomicetos da ordem Glomales® e raizes da maioria das plantas superiores. Com base na
ocorréncia generalizada dessa associacao, Marx e Brian, em 1975, postularam que “plantas ndo
possuem raizes, mas sim micorrizas”. Os fungos micorrizicos arbusculares estabelecem uma
relacdo simbidtica com a planta, caracterizada pela penetracdo do micélio fungico inter e
intracelularmente as raizes, sem causar nelas modificacdes morfoldgicas®. Nas associacdes
micorrizicas ocorre estreita interacdo entre os parceiros, apresentando uma perfeita integracao
morfoldgica e fisiologica, o que resulta em uma alta compatibilidade funcional. A planta se
beneficia do aumento da absor¢cio de dgua e nutrientes, principalmente de fésforo,
proporcionado pelas hifas fungicas, que funcionam como uma extensdao do sistema radicular,
enquanto o fungo é beneficiado pelos fotoassimilados das plantas, que permitem o completo
ciclo de vida destes que sé ocorre em associacdo com a planta hospedeira®.

? Frac, M., Hannula, S.E., Belka, M., Jedryczka, M. 2018. Fungal biodiversity and their role in soil health.
Frontiers in Microbiology 9:707. https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.00707

b Colozzi., Nogueira, M.A. 2007. Micorrizas arbusculares em plantas tropicais: café, mandioca e cana-de-
acucar. In: Silveira, A.P.D., FREITAS., S.S. (eds). Microbiota do Solo e Qualidade Ambiental, p. 38-
56. Instituto Agronémico, Campinas, 2007.

¢Folli-Pereira, M.S., Meira-Haddad, L.S., Bazzolli et al. 2012. Micorriza arbuscular e a tolerancia das plantas
ao estresse. Revista Brasileira de Ciéncia Do Solo 36 (6): 1663-1679.
https://doi.org/10.1590/s0100-06832012000600001

Muitas transformacdes criticas dos principais ciclos biogeoquimicos da biosfera ocorrem nos
solos e sdo facilitadas pelos organismos que nele vivem?°. Os protozoarios também desempenham
papéis importantes nos ciclos do carbono e do nitrogénio em muitos solos, regulando a taxa de
decomposicdo e vias metabdlicas especificas'®. Apesar da importincia de todos os micro-
organismos que compdem a microbiota dos solos, esse trabalho tratard mais detalhadamente da
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comunidade bacteriana desse ambiente, abordando suas contribuicées para o desenvolvimento de
plantas e nos ciclos biogeoquimicos de muitos elementos quimicos importantes para a manutencao
da vida.

Bactérias do solo

A ciclagem de nutrientes permite que varias formas de um mesmo elemento estejam disponiveis
no ambiente, garantindo que os elementos essenciais a vida ndo tenham seus estoques esgotados®.
A assimilacdo e excrecdo de formas organicas e inorganicas dos diversos elementos é o que permite
que os nutrientes ndao figuem acumulados em um sé estado ou disponiveis apenas para um grupo
de organismos. As bactérias sdo organismos que metabolizam substratos complexos, sintetizam
substancias com diversos usos, além de desempenharem papel fundamental na ciclagem de
nutrientes do planeta. Desta maneira, muitas bactérias do solo possuem efeitos positivos para as
plantas. Tal efeito é mediado por uma série de mecanismos, incluindo melhoria da nutricdo mineral,
aumento da tolerancia da planta aos estresses bidticos e abidticos, modificacdo do desenvolvimento
da raiz, bem como supressdo de doencas transmitidas pelo solo'*?13, A comunidade bacteriana
gue interage diretamente com as raizes das plantas é muito complexa e dindmica, de tal forma que
as bactérias e as plantas estdo em constante comunicagdo. Essa relacdo pode mudar de acordo com
as condi¢cdes ambientais e a presenca de outras bactérias'.

As bactérias do solo produzem uma grande quantidade de metabdlitos secundarios que tém
diversas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas. Os metabdlitos secundarios sdo compostos que
ndo estdo diretamente envolvidos no desenvolvimento ou multiplicacdo das bactérias produtoras,
mas podem desempenhar papéis ecoldgicos importantes nas interacdes com outros organismos*>.
Entretanto, apesar da importancia desses compostos, apenas uma pequena fracdo de bactérias foi
cultivada e estudada quanto a sua capacidade de produzir metabdlitos secundarios bioativos.
Peptideos ndo ribossomais (NRPs, do inglés nonribosomal peptide) e policetideos (PKs, do inglés
polyketides) estdo entre as familias mais abundantes de metabdlitos secundarios, abrangendo
numerosos compostos com diversas fungdes, incluindo sideréforos, envolvidos em remocdo de
ferro, pigmentos que fornecem protecao contra uma variedade de fatores de estresse, moléculas
de comunicac3o e antimicrobianos?®.

O inicio dos estudos da bioquimica do solo foi marcado pelo isolamento de bactérias
fixadoras de nitrogénio conhecidas como Rhizobium, realizado pelo microbiologista holandés
Martinus Beijerinck, no ano de 1888, e pelo estabelecimento dos principios de nitrificacdo e o modo
de vida autotréfico, pelo pesquisador russo Sergei Winogradsky, em 1890. Ja no século XX, muitos
fatores que influenciam a bioquimica e a microbiologia do solo foram elucidados. Entre esses,
destacamos a influéncia cientifica da engenharia genética, o conhecimento que processos biolégicos
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sdo afetados pelos principais problemas ambientais e a necessidade de desenvolvimento de uma
agricultura e sistemas de manejo florestais altamente eficientes com relagdo a produgdo
sustentdvel. Para atingir o objetivo desta producado agricola sustentdvel, ha necessidade de envolver
a bioquimica e a microbiologia do solo com a biotecnologia, visando realizar a aplicagao tecnoldgica
da capacidade dos micro-organismos®.

Bactérias promotoras de crescimento vegetal

Varias abordagens quimicas, que foram aplicadas com sucesso em décadas passadas para o
aumento da producdo e produtividade agricola, irremediavelmente prejudicaram o meio ambiente,
incluindo degradacdo da terra; poluicdo do solo, da dgua e do ar; bem como diminuicdo da
biodiversidade. Portanto, surgiu a necessidade de se descobrir novidades ecoldgicas e estratégias
de enfrentamento acessiveis para reduzir os estresses abidticos globais que ameagam a agricultura,
sem causar a diminuigao na oferta de alimentos. Perdas de rendimento causadas por estresses
abidticos (como temperaturas extremas, seca, salinidade, toxicidade de poluentes, alta intensidade
de luz, radiacdo UV, herbicidas e estresses oxidativos) comprometeram de 50-82% do rendimento
bruto das lavouras nos ultimos anos e representam um sério perigo para a industria agricola e
seguranca alimentar global'’. Para diminuir os impactos prejudiciais de diferentes estresses
abidticos sobre crescimento e desenvolvimento da planta, algumas solu¢des foram desenvolvidas,
por exemplo, engenharia e melhoramento genético de plantas e aplicacao de linhagens benéficas
de bactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPB, do inglés Plant Growth Promoting
Bacteria)*®1°.

As PGPB costumam se associar a rizosfera das plantas, uma fina camada que esta sob a
influéncia de compostos que as plantas liberam por suas raizes, chamados de exsudatos?°. Esses
exsudatos sao ricos em carbono e nitrogénio e apresentam certo grau de seletividade para facilitar
a multiplicacdo e o estabelecimento de algumas bactérias!*?!, muitas das quais exercem funcdes
benéficas as plantas. Dentre as principais funcdes das PGPB podemos citar o fornecimento de
nutrientes; controle ou inibicdo da acdo de patdgenos; estimulo ao crescimento vegetal, através da
producao de fito-hormonios; melhoramento da estrutura do solo; e a ajuda na fitorremediacdo de
solos contaminados!*?223 (ver Quadro 2). Alguns exemplos de bactérias promotoras de crescimento
de plantas sdo encontrados nos géneros Alcaligenes, Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum,
Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella e Pseudomonas?*. Essas PGPB tém sido empregadas
como inoculantes para promocao de crescimento e aumento de rendimento em plantas e, também,
para manter a produtividade do solo e a disponibilidade de nutrientes?*.

As PGPB podem agir no crescimento das plantas de forma direta ou indireta (Figura 2).
Indiretamente, essas bactérias podem inibir a acdo deletéria de patdgenos, como, por exemplo,
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pela producdo de siderdforos, moléculas que solubilizam e sequestram ferro?°. Neste caso, as PGPB,
ao retirarem o ferro do ambiente, acabam promovendo uma competicdo entre elas e os patdgenos
por esse elemento. Ainda de forma indireta, as bactérias benéficas podem fazer o controle biolégico
de patégenos de planta no solo pela producdo de antibidticos??. As PGPB simbidticas e ndo-
simbidticas podem ajudar o crescimento das plantas de forma direta, através da producao de fito-
hormonios (auxinas, giberelinas, etileno, citocininas e dacido abscisico), realizacdo da fixacdo
bioldgica do nitrogénio; solubilizacdao e mobilidade de minerais, tais como o fésforo e ferro, entre

outros?%23,

y 4 Q Promogao de crescimento vegetal

Fixagdo de N,

N dlsponlvel BLOQU;O\ Fe Fe Fe
Etileno \ L [
/S “. __—| Sidercforos
Bactérias promotoras de crescimento vegetal | [

BLOQUEIO )/ ACC deaminase \ Fe Fe

Ambiente de estresse (metais pesados — solo contaminado)

Figura 2. Mecanismos de promogao de crescimento vegetal utilizados pelas bactérias promotoras
de crescimento vegetal (PGPB), alguns discutidos no texto em maiores detalhes. Fe = ferro, ACC =
1-amino-ciclopropano-1-carboxilato. Adaptado de Lugtenberg e Kamilova, 20093,

Formas diretas de atuacao das PGPB no crescimento das plantas
Fixagdo biolégica de nitrogénio (FBN)

A atmosfera da Terra é composta principalmente de nitrogénio (78%). Entretanto, o nitrogénio
atmosférico (N;) é relativamente inerte as plantas e poucos sdo 0s organismos que conseguem
utiliza-lo. Até 1908, as bactérias eram responsaveis pela fixacdo de cerca de 90% do nitrogénio do
planeta. Apds o conhecimento deste fato, o alemao Fritz Haber desenvolveu uma metodologia
capaz de converter o nitrogénio molecular em compostos organicos reativos sem a participacao
destes micro-organismos?®. Embora utilizado na fabricacdo de fertilizantes, o processo de Haber
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exige a temperatura de 5002C e a pressdao de 300 atmosferas para que ocorra a quebra da ligacao
entre os atomos de N, o que o torna bastante caro e dificil de ser executado.

As bactérias capazes de fixar o nitrogénio (chamadas de diazotréficas) possuem um
complexo enzimatico, denominado de nitrogenase, que combina o N; com o hidrogénio e produz
uma forma assimildavel de nitrogénio (a amonia). Esse processo é chamado de Fixacdo Bioldgica do
Nitrogénio (FBN). Os genes responsaveis pela sintese e funcionamento da nitrogenase sdo
denominados genes nif e incluem, além dos genes estruturais para a montagem da enzima, genes
envolvidos na biossintese do cofator presente no sitio ativo (normalmente composto por ferro e
molibdénio), genes para a doacdo de elétrons ao processo e genes reguladores, ja que o processo
de FBN apresenta um alto gasto energético para a bactéria?’. A relevancia do processo de FBN se
d3, além da reducdo dos custos com adubos nitrogenados, pela importancia do nitrogénio como um
elemento vital, aumentando a produtividade das plantas.

Algumas espécies de bactérias diazotroficas tém vida livre, enquanto outras sdao simbiontes
benéficos que vivem dentro das plantas?”?8. A producdo de soja no Brasil € um exemplo da eficiéncia
da FBN, pois, desde que foram realizados programas para o incremento da fixacdo de N, que
resultaram no desenvolvimento de inoculantes com linhagens de Bradyrhizobium, poucas
aplicacbes de fertilizantes nitrogenados s3o realizadas nas lavouras atualmente?®,

Solubilizagdo de fosfatos

O fésforo (P) € um macronutriente importante e necessario para a fotossintese, transducdo de sinal,
transferéncia de energia, biossintese de macromoléculas e respiracdo. Embora a quantidade de P
no solo varie entre 400 e 1.200 mg kg™ de solo, a concentracdo de P sollvel nesse ambiente é,
tipicamente, de apenas 1 mg kg™! ou menos?®; ou seja, a maior parte do P que esta presente no solo
se encontra de forma insoluvel, seja em formas minerais, como apatita, hidroxiapatita e oxiapatita,
ou em formas organicas, como fosfato de inositol, fosfomonoésteres, fosfodiésteres e
fosfotriésteres 3°.

Por se encontrar em baixa disponibilidade em solos tropicais, grandes doses de adubos
fosfatados (NPK) sdo aplicadas para que as culturas obtenham alta produtividade. E bastante
comum o uso de fertilizantes de baixa solubilidade, para reduzir o custo de implantacao de lavouras
perenes. Esses solos, frequentemente, apresentam alta capacidade de fixacdo de P, em virtude da
abundancia de 6xi-hidréxidos de ferro e aluminio, que formam fosfatos estaveis®!. A disponibilidade
de P soluvel para as raizes das plantas é influenciada pela atividade dos micro-organismos do solo.
As PGPB tornam o fdsforo disponivel para as plantas ao promoverem a solubilizacao de fosfatos,
auxiliada pela liberagdo de compostos absorventes de minerais e liberagdo de enzimas
extracelulares para mineralizacdo de fosfato. Os fosfatos inorganicos do solo [por exemplo,
Cas3(P04)2] sdo solubilizados pela producio de siderdforos e acidos orgénicos por PGPB28,
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Quadro 2: A fitorremediagao e impactos ambientais associados ao solo

O intenso aumento da populacdo mundial gera uma busca cada vez maior de alimentos,
espaco e condi¢des para sobrevivéncia, fazendo com que as a¢des antrépicas ao meio ambiente
sejam, ao longo do tempo, cada vez maiores®. As atividades antrdpicas voltadas para a
minerac¢ao, industria metallrgica, industrias quimicas, agricultura, dentre outras, tém causado
disturbios na biosfera, ao liberar rejeitos organicos como hidrocarbonetos, inorganicos e metais
pesados presentes em grande parte dos rejeitos industriais®. Nesse modelo agricola, o uso de
adubos industriais, herbicidas e inseticidas tem poluido o ambiente, além de contaminar os
alimentos com substancias toxicas. A monocultura, adotada nesse modelo, além de ser
dependente de constantes intervencdes geradoras de poluicdo e erosdo do solo, provoca a
reducdo da biodiversidade local e, em muitos casos, compromete o patrimbénio genético da
agricultura®.

Nesse contexto, aumenta o interesse pela utilizacdo da biorremediacdo, caracterizada
como uma técnica que objetiva descontaminar solo e agua por meio da utilizagdo de organismos
vivos, como micro-organismos e plantas’. Uma das técnicas mais estudadas e que mais se
destaca dentro da biorremediacao in situ é a fitorremediacdo®. A técnica da fitorremediacao
consiste na utilizacdo de plantas que possuem capacidade de absorver elementos do solo com
teores excessivos de metais e outros elementos potencialmente téxicos ao meio, promovendo
sua descontaminacdof. A fitorremediacdo é compreendida por cinco mecanismos: 0s
considerados diretos, que se dividem em fitoextracao, fitotransformacao e fitovolatilizacdo; e os
mecanismos indiretos, como fitoestabilizacdo e fitoestimulacdo®. A ocorréncia de areas
degradadas torna-se cada vez mais frequente e preocupante, portanto, a fitorremediacao é uma
alternativa capaz de empregar sistemas vegetais fotossintetizantes e sua microbiota com a
finalidade de desintoxicar ambientes degradados ou poluidos®.

? Alves, M.C. 2006. Recuperacao dos solos degradados pela agricultura. In: Encontro nacional sobre
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Como exemplos de micro-organismos do solo capazes de solubilizar diferentes formas de
fosfatos inorganicos podemos citar Penicillium radicum, que solubilizou Ca3(PO4),, CaHPO,,
FeP04.4H20 e AIPO;s em meio liquido3? e Penicillium rugulosum, que mostrou capacidade de
solubilizar fosfatos através da producdo de acido glucénico e citrico33. Estirpes dos géneros
Pseudomonas, Bacillus e Rhizobium também estdo entre as bactérias mais eficientes na
solubilizacdo de P3*, enquanto com relacdo aos fungos destacam-se estirpes pertencentes aos
géneros Aspergillus e Penicillium3>.

Produgdo de sideroforos

Os sideréforos sdo metabodlitos secunddrios e agentes quelantes de ferro produzidos por diferentes
organismos (como bactérias, fungos e plantas) a fim de absorver o ferro de seu ambiente
circundante, disponibilizando esse elemento essencial para as células. No ambiente aerdbio, o ferro
existe na forma de hidréxidos e 6xidos de ferro, o que reduz sua disponibilidade para as plantas. Os
siderdforos produzidos e liberados por bactérias que colonizam a rizosfera liberam o ferro das fases
minerais, tornando-o acessivel as plantas. Assim, as plantas recebem complexos soltveis de Fe**,
que podem ser ativamente transportados para o sistema vegetal.

Outra vantagem da producdo de sideréforos por PGPB é que bactérias patogénicas nao
conseguem obter esse metal, e, assim, as PGPB promovem, indiretamente, o crescimento das
plantas3®. Atualmente, vérias linhagens bacterianas tém sido relatadas por sua capacidade de
controlar doencas de plantas por meio da producdo de siderdforos, limitando o crescimento e a
colonizac¢3o de micro-organismos fitopatogénicos dependentes de ferro 3’.

Produgdo de horménios vegetais

Os hormonios vegetais, mais conhecidos como fitohormonios, sdo substancias organicas derivadas
de vias biossintéticas das plantas que atuam em determinados érgaos, como folhas, caule, raiz,
flores e frutos, auxiliando no crescimento e desenvolvimento vegetal. Eles podem atuar no local de
sua sintese ou serem transportados para algum outro local dentro do corpo da planta para mediar
as respostas de crescimento e desenvolvimento em condi¢des ambientais estressantes3®. Entre os
fitohormonios mais conhecidos e estudados estdo o acido abscisico (ABA), giberelinas (GA), etileno,
auxinas, citocininas (CKs) e brassinosteroides (BRs)3°.

O acido indol-3-acético (AIA, uma das auxinas mais estudadas), por exemplo, tem grande
importancia quando se trata de crescimento de plantas, pois ele tem a capacidade de induzir o
alongamento celular em regides subapicais que sintetizam tecidos meristematicos, como gemas em
brotamento de folhas jovens, de extremidades de raizes, flores e inflorescéncias. Quando se trata
de células, o AIA é capaz de promover a sua expansao, por estar envolvido na incorporacao de
materiais da parede celular %°.
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Alguns micro-organismos, tais como bactérias e fungos, também apresentam a capacidade
de produzir o AIA. Em bactérias, esse horménio é produzido juntamente com outros compostos
inddlicos e é um regulador de crescimento bastante explorado entre as PGPB?1222428 Bactérias
pertencentes aos géneros Azospirillum, Rhizobium, Bradyrhizobium, Enterobacter, Escherichia,
Grimontella, Klebsiella, Pantoea e Rahnella demonstraram uma grande capacidade de producdo de
compostos inddlicos e varios estudos demonstraram o potencial de determinadas linhagens em
promover o crescimento vegetal ou conferir protec¢do contra organismos patogénicos?®.

Formas indiretas de atua¢ao das PGPB no crescimento das plantas
Controle biolégico

Em um esforgo para diminuir o uso generalizado de produtos quimicos como meio de prevenir os
danos de fitopatdgenos as plantas, os cientistas tém desenvolvido o uso de certas PGPB
ambientalmente amigdveis como agentes de biocontrole***2, com muitos desses organismos ja
disponiveis comercialmente®.

Algumas PGPB possuem o potencial de controle bioldgico, especificamente contra
invertebrados, como insetos e nematoides, protegendo a planta do ataque desses organismos. Esta
defesa se da por meio da acdo de diversos mecanismos, incluindo a producao de uma variedade de
toxinas, de fatores de viruléncia e de metabdlitos, que sdo capazes de deter a atividade de pragas.
Estudos recentes destacam o envolvimento de diversos compostos bioativos, como toxinas
proteicas especificas (quitinases e proteases) que atuam com frequéncia no intestino médio de
insetos degradando barreiras externas ou a matriz peritréfica deste orgdo, e varios metabdlitos
secundarios, que visam diferentes tecidos**. O cianeto de hidrogénio (HCN), por exemplo, é um
desses produtos. A dissociacdo do HCN origina o ion cianeto, que é um potente inibidor de muitas
metaloenzimas, particularmente de citocromo C oxidases contendo cobre*®. Portanto, a producdo
de HCN por PGPB pode promover uma importante reducao de fitopatdgenos e de rizobactérias
prejudiciais com a melhoria correspondente da satde das plantas?®.

Além de sintetizar uma série de compostos antibidticos e enzimas com atividade antagobnica
aos fitopatégenos, bactérias endofiticas (que vivem dentro do tecido vegetal) também podem
acionar o sistema de defesa inato das plantas, conhecido como resisténcia sistémica induzida (ISR
do inglés Induced Systemic Resistance)®**. Bactérias com estas caracteristicas pertencem aos
géneros Bacillus, Brevibacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, Serratia, Burkholderia e
Streptomyces®’.

O momento ideal para a aplicacdo de uma PGPB para suprimir a atividade de fitopatégenos
pode ocorrer em dois periodos da colheita do vegetal: antes (pré-colheita) ou depois (pds-colheita).
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Normalmente, o periodo de pré-colheita pode incluir acdes profilaticas para eliminar potenciais
patdgenos que residem no solo agricola, bem como durante o plantio e desenvolvimento da planta
até a obtencdo do fruto, semente ou produto vegetal®’.

Produgdo de antibidticos

PGPB tendem a apresentar genes, cujos produtos conferem resisténcia a antibidticos e a
metais. A resisténcia bacteriana aos antibidticos pode ser uma propriedade intrinseca ou ser
adquirida. A presenca de genes de resisténcia é apoiada por andlises filogenéticas de alguns genes
envolvidos na resisténcia a antibidticos, as quais sugerem uma longa histdria evolutiva originada
antes da “era dos antibidticos”*®. A resisténcia adquirida a antibiéticos pode resultar de mutacdes
em genes ou da aquisicdo de genes de resisténcia de outros organismos por transferéncia génica
horizontal. Infelizmente, ainda hd uma caréncia enorme de informacdes sobre o significado
bioldgico da resisténcia a antibidticos pelas PGPB3®.

O principal mecanismo usado pelas PGPB para combater os efeitos deletérios dos
fitopatégenos é a sintese de um ou mais antibidticos*>. No entanto, um antibidtico que ¢é
reconhecido por controlar um patdgeno, evitando assim os danos a planta daquele patégeno, pode
nao ser tao eficaz contra outro patégeno na mesma planta. Além disso, a PGPB que sintetiza um
determinado antibiético pode mostrar diferencas variaveis em suas acdes em diferentes condicdes
de campo. A atividade de uma bactéria de biocontrole também pode ser alterada pelo método de
cultivo desta no laboratdério e na formulagao do inoculante a ser empregado no biocontrole, antes
mesmo do uso e do modo de aplicacdo desse produto®s.

A utilizacdo de antagonistas microbianos contra patdgenos de culturas vegetais foi
proposta como uma alternativa aos pesticidas quimicos. PGPB pertencentes aos géneros Bacillus e
Pseudomonas desempenham um papel ativo na supressdao de micro-organismos patogénicos
produtores de antibidticos. Esses antagonistas bacterianos impdem a supressao de patdgenos de
plantas pela secre¢do de metabdlitos extracelulares que sao inibitérios mesmo em baixas
concentragdes*.

A disponibilidade de fontes de carbono determina a producdo de antibidticos nas
rizobactérias®®. Antagonismo microbiano, comumente demonstrado pelo desenvolvimento de uma
zona de inibigao entre os dois organismos quando co-cultivados em um meio de crescimento solido,
é a base para a selecdo de micro-organismos que produzem antibidticos®l. Algumas enzimas, como
proteases, quitinases, glucanases, antibidticos peptidicos e pequenas moléculas podem ser
secretadas por varias espécies e muitas contribuem para a supressao de patégenos. Antibidticos
peptidicos e varios outros compostos toxicos para patégenos de plantas foram recuperados de
varias linhagens de Bacillus®®. Muitos compostos antifingicos foram identificados como
micobacilinas, iturinas, bacilomicinas, surfactinas, micosubtilinas, fungistatinas e subsporinas®.
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Bactérias e seu Papel nos Ciclos Biogeoquimicos

Ciclo biogeoquimico é o caminho pelo qual os elementos, compostos quimicos e outras formas de
matéria sdo passados de um organismo para outro ou de uma parte da biosfera para outra. Embora
a macrofauna do solo também participe dos processos de reciclagem, a maioria desses processos é
realizada por micro-organismos, como bactérias, arquéias, fungos e protozodrios>?°3. A alteracdo
desses ciclos de nutrientes pode levar a graves desequilibrios para o ambiente, com sérias
consequéncias ambientais, econdmicas e de salide publica®.

Recentemente, as bactérias estdo sendo usadas no solo para a mineralizacdo de poluentes
organicos, ou seja, biorremediacdo de solos poluidos>~>®°’, ou para um maior aporte de
nutrientes®®. Espécies de rizdbios, pertencentes aos géneros Rhizobium, Mesorhizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium e Sinorhizobium tém sido utilizadas com sucesso em
todo o mundo devido ao estabelecimento de uma simbiose eficaz com leguminosas para a
realizacdo da fixacdo bioldgica de nitrogénio®®>°. Por outro lado, bactérias fixadoras de nitrogénio
ndo simbidticas, como Azotobacter, Azospirillum, Bacillus e Klebsiella também estdo sendo
utilizadas para inocular uma grande area de terra ardvel no mundo com o objetivo de aumentar a
produtividade das plantas®®. Além disso, bactérias solubilizadoras de fosfato, como as espécies de
Bacillus e Paenibacillus, sao aplicadas nos solos para melhorar especificamente o status de fésforo
das plantas®.

Nitrogénio

O nitrogénio fixado através da FBN eventualmente é convertido de volta em gds nitrogénio pelos
micro-organismos do solo através de trés etapas: amonificacdo, nitrificacdo e desnitrificacdo (Figura
3)%2. Em ecossistemas terrestres, a primeira etapa é a amonifica¢cdo, no qual certas bactérias e
fungos convertem residuos nitrogenados de animais vivos ou restos de organismos mortos em
amonia (NHs). Na etapa subsequente, essa amonia é, entdo, oxidada em nitrito (NO2) e depois em
nitrato (NOs), pelas bactérias do solo, através do processo de nitrificacdo. Por fim, ocorre o processo
de desnitrificacdo, pelo qual as bactérias do solo usam o nitrato como um receptor de elétrons
terminal na respiracdo anaerdbica, convertendo-o em gds nitrogénio, que entra novamente na
atmosfera®? %3, Devido a sua importancia ecoldgica e econémica, o ciclo do nitrogénio é um dos
ciclos biogeoquimicos mais estudado pela comunidade cientifica, assim como os mecanismos pelos
quais as bactérias realizam a fixac3o deste elemento!®2864,

Fosforo

Nem plantas nem animais podem viver sem fosforo (P), um componente que é essencial para a
composicdo organica do trifosfato de adenosina (ATP), a “moeda de energia” que impulsiona a
maioria dos processos bioquimicos. Entre os nutrientes, o fésforo perde apenas para o nitrogénio
em seu impacto sobre a produtividade e sadde dos ecossistemas terrestres e aquaticos®”.
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Figura 3. Visdao esquematica do ciclo do nitrogénio. Desnitrificagdo: o nitrogénio é devolvido a
atmosfera através de bactérias desnitrificantes que convertem nitratos presentes no solo. Fixagdo:
bactérias fixadoras nas raizes das plantas transformam o nitrogénio atmosférico (N2) em amonia e
nitratos. Nitrificagdo: bactérias nitrificantes do solo transformam a amoénia em nitratos.
Decomposi¢cdo: compostos organicos sofrem a acdo de bactérias que os convertem em nitrato,
amonia ou nitrogénio, sendo capazes de retornar o N a atmosfera. SRB = Bactérias redutoras de
sulfatos (do inglés Sulphate-Reducing Bacteria). Adaptada de Dall’Agnol e Moura, 2014132,

O ciclo do fosforo consiste, basicamente, na conversao de uma forma inorgéanica para uma organica
e vice-versa, ndo havendo intermedidrio gasoso (Figura 4). Nos seres vivos, este elemento ocorre
tanto em formas organicas (acidos nucleicos, fosfolipidios etc.) como inorganicas (fosfato). No
entanto, grande parte do fésforo presente no solo encontra-se sob formas insollveis e,
consequentemente, indisponivel para nutricdo de plantas. Baixos niveis de P refletem a alta
reatividade do fosfato com outros componentes soltveis 3°, como aluminio, em solos com pH menor
gue 5, e cdlcio, em solos com pH maior que 7. Bactérias solubilizadoras de fosfato solubilizam
fosfatos inorganicos do solo, como Ca3(PO4),, FePOs4 e AIPO4, através da producdo de acidos

organicos, sideréforos e ions hidroxila?366:67,

Os micro-organismos desempenham um papel central no ciclo natural do fosforo. Este ciclo
ocorre por meio de oxida¢Oes e redugdes ciclicas de compostos de fosforo, onde as reacdes de
transferéncia de elétrons entre os estdgios de oxida¢do variam de fosfina () a fosfato (*°). Os
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mecanismos genéticos e bioquimicos dessas transformac¢des ainda ndao sdo completamente
compreendidos®®. Existem populacdes consideraveis de bactérias solubilizadoras de fosfato no solo
e nas rizosferas de plantas®7%7172 Estas incluem linhagens aerdbicas e anaerdbias, com prevaléncia
de linhagens anaerdbicas em solos submersos’t. Uma concentracdo consideravelmente maior de
bactérias solubilizadoras de fosfato € comumente encontrada na rizosfera em comparagdao com solo

n3o-rizosférico’®7’1,
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Figura 4. Diagrama esquematico dos principais componentes do ciclo do fésforo no solo. O fosforo
se torna presente no solo a partir de processos de intemperismos. Os vegetais o utilizam para
realizacdo de atividades metabdlicas e ele é transmitido para outros organismos via cadeia
alimentar. O fésforo volta para o solo para ser reaproveitado, através da acao de micro-organismos
gue atuam na decomposicdo da matéria organica. Esses micro-organismos tornam o fésforo
disponivel na forma de um composto sollvel, que retorna para o ambiente. NUmeros se referem a
guantidades de fésforo, em uM, em cada situacdo. Adaptado de Richardson e colaboradores
(2009)133,
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Enxofre

O enxofre (S), um macronutriente também essencial para a vida, faz parte da composicdo de
aminodacidos, como cisteina e metionina, e estd envolvido na formacao de proteinas. A ciclagem do
enxofre possui notdvel semelhanca com a ciclagem do nitrogénio, nas quais ambos os elementos
possuem a atmosfera como principal fonte; sdo mantidos, em grande parte, na matéria organica do
solo; estdo sujeitos a oxidacdo e reducao microbiana; podem entrar e deixar o solo em formas
gasosas, e estdo sujeitos a algum grau de lixiviagdo na forma aniénica (Figura 5)%°.

3

Biomassa

Reducgao
assimilatoria
plantas e micro-organismos

SO:,Z-/~

J

(o)

Decomposicéao
(fungos e procariotos)

o g e Oxidagéao biodtica
°’“da<};‘?t'?'°t'°a SRB Redugio dissimilatoria e abidtica
e abiotica
: Redugao
dissimilatoéria
> S2- ) > (Y

(

Oxidagéo bidtica
e abidtica (micro-organismos
fotossintéticos)

Figura 5. Visao esquematica do ciclo do enxofre. Através das chuvas, o enxofre entra em contato
com o solo. Pela acdo de micro-organismos ele é alterado para sulfato, se tornando disponivel para
as plantas. Outros organismos adquirem o enxofre através da cadeia alimentar, e, apds sua morte,
micro-organismos decompositores metabolizam esse sulfato, retornando ao solo. Assim que o
nutriente se encontra na atmosfera, ele sofre processos de oxidacdo. SRB = Bactérias redutoras de
sulfatos (do inglés Sulphate-Reducing Bacteria). Adaptada de Dall’Agnol e Moura (2014)%2,

O enxofre é usado pelas plantas em quantidades semelhantes as do fésforo e possui grande
importancia como nutriente. No entanto, muitas vezes, esse elemento é esquecido nas discussoes
sobre o manejo da fertilidade do solo, que tendem a se concentrar apenas nas concentracdes de N,
P e potassio (K)’3. Em algumas areas especificas, como no cerrado brasileiro, a deficiéncia de S nos
solos pode ocorrer naturalmente’*’>,
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Carbono

O carbono (C) é encontrado em todas as macromoléculas organicas e é um componente
fundamental dos combustiveis fésseis. Na forma de didéxido de carbono (CO:), o carbono é
prontamente obtido da atmosfera, mas, antes de poder ser incorporado aos organismos vivos, ele
deve ser transformado em uma forma organica utilizavel. O ciclo do carbono consiste em dois
processos principais: (1) fixacdo do CO, em matéria organica (como carboidratos, lipideos e
proteinas) por organismos autotroéficos e (2) decomposicao do carbono organico fixado em CO; por
organismos heterotrdficos (Figura 6)°>°°. Talvez o exemplo mais conhecido de fixa¢do de carbono
seja a fotossintese, que, além de ser realizada por plantas, também é realizada por bactérias, como
as cianobactérias. Ja a obtencdo de CO; a partir de carbono organico pode ser realizada tanto pela
fermentacdo e respiracdo de organismos heterotréficos, como pela acdo decompositora das
bactérias e fungos®7®.

Atmosfera '_%

Combustiveis
fosseis
Biota Oceano ‘Escoamento RiOS C02
Ca(HCO3),

CaCoO, Se:ii:;rr‘ltiigao Intemperismo

. : Diagénese Rochas
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Figura 6. Visdao esquemadtica do ciclo do carbono. A partir da fotossintese, organismos
fotossintetizantes retiram o gdas carbdnico da atmosfera e liberam oxigénio durante o processo. No
processo fotossintético, moléculas organicas sdo geradas, que sdao transmitidas de um organismo a
outro pela cadeia alimentar. O gas carbOnico retorna ao ambiente a partir da respiracao aerdbica.
Processos como intemperismo, sedimentacdo e acdo humana, também liberam o carbono ao
ambiente. Adaptada de Mathewson (2003)%34,

As bactérias que participam na mobilidade do carbono também influenciam na mudanga
climatica através da producdo e consumacdo do gas metano, um dos gases intensificadores do
efeito estufa’”’8. A producdo do gas metano é realizada pelas arqueobactérias metanogénicas que,
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tipicamente, formam metano usando CO; como aceptor final de elétrons durante a respiragao
anaerdbica, e pelas bactérias metanotréficas, que oxidam o metano, consumindo-o como sua fonte
de carbono??.

Métodos de Analise das Comunidades Bacterianas do Solo

Como visto, as bactérias exercem diversas fun¢des no ecossistema, como ciclar nutrientes,
promover o crescimento vegetal, bem como realizar a biodegradacdo. Do mesmo modo, seu
consumo e producdo de gases, como didxido de carbono, metano e éxidos de nitrogénio possibilita
gue tais micro-organismos tenham a capacidade de contribuir em grandes mudancgas, como
aquecimento global e deple¢do da camada de o0z6nio’”’8, Portanto, é de suma importancia que se
leve em consideracdo a biodiversidade do solo e o funcionamento bioldgico ao manejar os
ecossistemas naturais ou projetar sistemas de cultivo e avaliar seus impactos’®.

O monitoramento das comunidades microbianas do solo representa um grande desafio para
melhor valorizar os recursos do solo e implementar um manejo mais sustentdvel destes na
agricultura e silvicultura’®. A complexidade de ambientes naturais e as condi¢des de vida em
constante mudanca também representam um grande obstaculo, tanto para as bactérias que la
vivem, como para os microbiologistas que as identificam.

Os solos sdo estruturalmente mais complexos que a dgua e o ar, devido a sua granulometria
especifica, a presenca de detritos organicos e de material mucoide e umidificado, o que explica a
maior dificuldade de analisa-los 8. Dentre tais dificuldades podemos citar, como exemplo, os acidos
hdmicos e os minerais de argila, que podem inibir reacdes enzimaticas que fazem parte de ensaios
de detec¢do molecular®?. Além disso, o solo constitui uma rede complicada de poros cheios de gas
ou dgua, onde as bactérias comumente aderem a superficies de minerais e matéria organica. Essa
estrutura porosa pode mascarar as células bacterianas, dificultando a microscopia direta e in situ do
ambiente do solo®182,

A diversidade taxondmica e funcional extremamente elevada da microbiota do solo é o
reflexo de um ambiente altamente complexo®. Amostras de solo e solo-planta quando comparadas
a amostras aquaticas sdo mais desafiadoras quanto ao desenvolvimento de métodos de deteccao.
A seguir, serdo abordadas as técnicas mais comumente utilizadas para analisar a comunidade
bacteriana dos solos. Destas, o isolamento bacteriano é dependente de cultivo. As demais (como o
microarranjo e o sequenciamento de Ultima gera¢do) sdo independentes de cultivo e consideradas
analises de alto rendimento.
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Isolamento bacteriano

Nos estudos iniciais de ecologia e comunidades microbianas, as técnicas de enriquecimento
seletivo, baseadas no uso de inibidores especificos e de fontes de nutrientes, foram os principais
métodos para detectar grupos especificos de micro-organismos no solo e seu desenvolvimento84. O
numero mais provavel (NMP) de col6nias de bactérias em placas com meios seletivos, também foi,
durante muito tempo, o Unico método de contagem de bactérias vidveis em seus habitats naturais®.
O isolamento bacteriano permanece importante até hoje, pois as técnicas dependentes de cultura
sdo seletivas e projetadas para detectar organismos com formas particulares de multiplicacdo ou
capacidades bioquimicas. Além disso, somente através do isolamento e subsequente cultivo de
bactérias representativas do solo é que podemos ter acesso ilimitado as células bacterianas,
possibilitando, desta forma, a realizacdo de estudos detalhados da sua biologia. Também é através
doisolamento que sdo obtidas linhagens bacterianas que podem ser utilizadas como inoculantes ou
controle bioldgico na agricultura.

Os métodos que dependem de cultivo, como o isolamento e a contagem de col6nias em
placas, sdao métodos relativamente rdpidos, economicamente vidveis e podem fornecer
informacdes importantes sobre as bactérias heterotrdficas ativas da comunidade 8. No entanto,
essas técnicas possuem desvantagens, como o potencial de inibicdo e contaminacdo entre
coldnias®’; os resultados variam de acordo com as condi¢cdes de multiplicacdo (temperatura, pH e
luz); e micro-organismos com rdpidas taxas de multiplicacdo em placa sdo favorecidos. Além do
mais, essas técnicas subestimam o numero de bactérias e nao fornecem quantitativamente a real
diversidade desses micro-organismos>88, levando a muitas discussdes a respeito de bactérias que

n3o sdo cultivaveis na natureza®°,

Andlises de Alto Rendimento

A andlise da ecologia microbiana do solo ndo significa apenas a identificacdo da biomassa
microbiana total e da diversidade da comunidade, mas, também, o estudo da multiplicacdo
microbiana, da funcdo, da distribuicdo e das interacdes entre as espécies. Deste modo, seria
necessario que questdes fundamentais fossem respondidas, como: (1) Quais sdo a estrutura e
composi¢do da comunidade microbiana? (2) Quais sdo as fungdes metabdlicas/genes funcionais
expressos para gque 0s micro-organismos possam executar o ciclo biogeoquimico principal no
ecossistema? (3) Como as atividades funcionais dos micro-organismos se relacionam com as
principais fun¢des do ecossistema, incluindo ciclos biogeoquimicos, fluxo de energia etc.'? Além
disso, atividades antrdpicas, incluindo o desenvolvimento de cidades e da agricultura, o uso de

pesticidas e outras formas de poluicdo afetam diretamente a diversidade microbiana do
50]092:93,94,95
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A rapida evolucdo das técnicas com abordagens moleculares, como o microarranjo de DNA,
sequenciamento de ultima geracdo de acidos nucleicos, espectroscopia de massa e microscopia,
permitiram que os campos da gendmica, transcriptdmica e protedmica comegassem a ser aplicados
mais prontamente aos estudos ecoldgicos do solo®®. Com uma frequéncia maior, as abordagens
moleculares estdo sendo usadas para abrir a chamada “caixa preta” da vida microbiana no solo,
permitindo aos ecologistas detectar e caracterizar uma vasta diversidade de micrébios do solo
anteriormente inimaginavel (90-99% da comunidade bioldgica do solo). Porém, essas técnicas
também apresentam algumas desvantagens, como os vieses que podem ser adicionados a
praticamente todas as etapas — desde a amostragem do solo a analise da sequéncia, que devem ser
levados em consideracdo ao interpretar os resultados de analises subsequentes (Figura 7)%’.

comunidade microbiana do solo

suave lise celular in situ e

extracao de DNA
vigorosa lise celular ’ /I solo suspenso e células bacterianas I - —
in situ, extraciode | construcao de biblioteca
DNA / RNA metagendmica
sintetizar cDNA a partir de RNA

| — /

A

e PCR e analise

. . insertos de sequéncias
* sequenciamento de alto rendimento

¢ analise de microarranjo

Figura 7. Fluxograma mostrando a sequéncia de procedimentos realizados para a analise de
comunidades bacterianas do solo por técnicas moleculares. A comunidade microbiana do solo
incluird bactérias, arquéias, fungos, protistas e microfauna. Adaptado de Hirsch e colaboradores
(2010)235,

Microarranjo de DNA

Microarranjo é um arranjo bidimensional de fragmentos de DNA sobre um substrato sélido
(geralmente uma lamina de vidro ou célula de filme fino de silicio) que analisa (testa) grandes
guantidades de material bioldgico usando métodos de processamento e detec¢do miniaturizados,
multiplexados e paralelos. Basicamente, trés tipos de microarranjos sdo usados para o estudo da
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ecologia dos solos, baseados nos tipos das sondas e no seu potencial de aplicacdo: (1) Arranjos de
Comunidades Gendmicas (CGA), usados para comparar os genomas de grupos especificos de
organismos ou diversidade bacteriana; (2) Arranjos Génicos Funcionais (FGA), usados para detectar
a presenca de genes de funcdo conhecida em popula¢gdes microbianas em amostras de solo e, mais
recentemente, usado para detectar expressdo génica®®°; e (3) Arranjos Oligonucleotidicos para
Filogenias (POA, do inglés Phylogenetic Oligonucleotide Array), utilizados para caracterizar a
diversidade relativa de organismos em determinada amostra, através da utilizacdo de sondas
baseadas na sequéncia de rRNA%102,

A ideia de microarranjo foi primeiramente introduzida por Tse Wen Chang, em 1983102,
Nesse trabalho, foi investigado o potencial de determinacdo multipla e simultanea de antigenos
especificos da superficie celular em uma reacdo empregando pontos ordenados de anticorpos em
uma superficie sélida. No entanto, a industria do "chip gene" sbé comecou a crescer

significativamente apds a publicacdo do trabalho de Schena e colaboradores 193

,em 1995, que teve
como objetivo estudar a expressao génica diferencial em questdes relacionadas a saude. As
aplicacdes dessa metodologia também foram extrapoladas para estudos ambientais, como
expressdo génica diferencial em resposta a poluentes ambientais'®1%, Além da expressdo génica,
o microarranjo tem sido utilizado para monitorar processos ambientais!0>106,107,108,109,110,111,112,113 o

também, para o diagndstico clinico**!>,

Os microarranjos de DNA sdo tipicamente compostos por milhares de sequéncias de DNA,
chamadas de sondas, fixadas a um substrato de vidro ou silicio através de agulhas robotizadas ou
sintetizadas in situ por tecnologias fotolitograficas ou de jato de tinta. As sondas contém sequéncias
complementares as das sequéncias-alvos e podem conter sequéncias de cDNA longas (500-1500
nucleotideos) ou sequéncias de oligonucleotideos mais curtas (25-70)'¢. O principio do
microarranjo consiste basicamente na hibridizagdo entre uma mistura de moléculas-alvo marcadas
com fluoréforo e uma mistura de sondas. Um exemplo tipico da aplicacdo dessa técnica é a
comparacdo entre duas amostras distintas (por exemplo, uma amostra de solo antes e depois da
inoculacdo com uma PGPB); nesta condicdo, moléculas de DNA provenientes das duas amostras
distintas sdo marcadas cada uma com um fluoréforo diferente (Cy3 e Cy5 ou Alexa 555 e Alexa 647)
e, juntas, sao hibridizadas as sondas de um mesmo chip de microarranjo. Ja em experimentos com
um Unico tipo de amostra é utilizado somente um tipo de fluoréforo para marcagao e requerem
hibridizacdes separadas das amostras controle e referéncia'?’.

Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS)

Com o advento do método de Maxam-Gilbert, também conhecido como método de
sequenciamento quimico, e do método de terminagao da cadeia de Sanger, em 1977, os cientistas
ganharam a capacidade de sequenciar o DNA de maneira confidvel®®. O método de Sanger
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prevaleceu dos anos 80 até meados de 2000 devido a sua facilidade e confiabilidade comparativas
e foi o método usado na tecnologia de primeira geracdo. Em 2006, comegaram a surgir técnicas de
sequenciamento de segunda e terceira geracdo, que permitiam examinar imparcialmente bilhdes
de modelos de DNA e RNA,

O sequenciamento de nova geracdo (NGS, do inglés Next-Generation Sequencing) abrange
métodos de sequenciamento de alto rendimento que permitem que milhdes a trilhdes de
observagdes sejam feitas em paralelo durante uma Unica execucgao, revolucionando as capacidades
de sequenciamento e lancando a “nova gera¢dao” na ciéncia gendmica. A primeira tecnologia NGS a
ser comercializada em 2005 foi a técnica de pirosequenciamento da 454 Life Sciences (agora
Roche)!?®. Depois disso, Solexa/lllumina (2007), sequenciamento por ligacdo e deteccdo de
oligonucleotideos (SOLID) pela Applied Biosystems (2007) e lon Torrent (2010) foram
comercializadas!?°.

Os avancos no NGS e sua inclusdo rotineira nas pesquisas tém permitido descri¢cdes cada vez
mais detalhadas de micro-organismos dos mais diversos ambientes do mundo, como cavernas,
florestas, fontes termais, desertos, monumentos etc.124122123,124125 "o ym crescente interesse em
como estes micro-organismos podem influenciar o sistema que habitam como um todo. Um numero
crescente de estudos tem mostrado que o microbioma é uma parte importante da dindmica dos
ecossistemas, sendo um parametro indispensavel para avaliar a qualidade do ambiente em que
habitam, como os solos e a dguat?®1?7,

A diversidade das comunidades bacterianas e a interacdo destas com os parametros fisico-
quimicos dos ambientes também tém sido utilizadas como indicadores de qualidade dos habitats?,
Um estudo baseado em NGS de comunidades bacterianas do solo mostrou que a conversao de
floresta primdria da Amazonia em pastagem aumenta a diversidade alfa [diversidade de cada sitio
ou amostra, que se relaciona a riqueza de espécies (nimero de espécies distintas), e a distribuicdo
taxondmica], mas diminui a diversidade beta (diferenca de composicdo e espécies entre diferentes
sitios ou amostras), resultando na homogeneizacdo das comunidades no espaco. Essa
homogeneizagao é impulsionada pela perda de bactérias do solo da floresta com faixas restritas
(endémicas) e resulta em uma perda substancial de diversidade?®. Kaschuk e colaboradores®, em
2011, também utilizando NGS, investigaram a resposta de varios parametros microbianos e
guimicos do solo a alteracBes causadas por diferentes usos da terra (florestas nativas, pastos e
sistemas de cultivo perenes e anuais) nos diferentes biomas brasileiros (Amazonia, Cerrado,
Caatinga, Pampa, Pantanal e Mata Atlantica). Neste trabalho, os autores observaram que a
introducdo de praticas agricolas em todos os biomas, cobertos anteriormente com vegetacao
natural, afetou profundamente um dos mais promissores indicadores de solo, a biomassa
microbiana-C (BM-C) - com uma diminuigao geral.
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Apesar de ndo fazer uso de procedimentos de sequenciamento de alto rendimento, a
tecnologia CRISPR/Cas9 tem animado produtores agricolas e pesquisadores da area de engenharia
genética. Ao serem comparados os genomas de varias bactérias, cientistas observaram um padrao
curioso em certas regides de DNA: trechos formados por sequéncias palindromicas espacadas entre
si por sequéncias Unicas - nomeadas de Repeti¢des Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Inter espacadas ou CRISPR (do inglés para Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats). Essas sequéncias Unicas eram idénticas ao DNA de virus que atacam bactérias e que
funcionam como uma "etiqueta" para identificar os virus invasores. As enzimas Cas (proteinas
associadas a CRISPR) reconhecem a "etiqueta" e usam essa informagado para localizar e clivar o DNA
dos virus, impedindo sua a¢do nas bactérias. Por engenharia genética é possivel direcionar o sistema
CRISPR/Cas9 para clivar o DNA em uma localizacdo especifica. A tecnologia é revolucionaria, porque
permite "editar" a sequéncia do genoma com precisdo ndo somente de virus, mas também de
plantas, fungos e animais, inclusive em embrides humanos. Essa possibilidade tem gerado
discussdes a respeito dos aspectos éticos de sua utilizacdo, porém tal método ndo produziria
transgénicos, pois n3o envolve transferéncia de genes entre espécies*3°.

Consideragoes finais

Com o avanc¢o do conhecimento nas areas da Microbiologia e Ecologia e das técnicas para avaliar a
diversidade das comunidades bacterianas fica cada vez mais evidente a importancia da microbiota
na manutengdo dos processos vitais a vida na Terra. Nao sé o solo é influenciado pelos micro-
organismos que nele vivem, mas plantas e animais também estao diretamente relacionados com o
tipo de microbiota que com eles interage. Conhecer e preservar a diversidade bacteriana em cada
ambiente é fundamental para a continuidade dos diferentes ecossistemas e a¢des que busquem o
uso do solo de forma sustentavel podem garantir a producdo de alimentos em grande quantidade,
sem que 0s recursos naturais sejam esgotados.
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