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PREFACIO

Os professores Jodo Lucio de Azevedo, Jodo Alencar Pamphile, Maria Carolina
Quecine e Paulo Teixeira Lacava sdo renomados geneticistas e microbiologistas do pais,
detentores de inimeras publicacbes nacionais e internacionais da mais alta qualidade
na area de atuacdo da genética de micro-organismos e da biotecnologia.

Apresentam,agora, nova publicacdao - Biotecnologia microbiana ambiental,dotada
de grande interesse académico e pratico, na qual separa os conceitos tradicionais da
microbiologia, privilegiando mais o que os micrdbios fazem e ndo apenas o que eles
sao.

Trata-se uma abordagem, clara, didatica e muito atualizada em que mostra com
muita propriedade uma biotecnologia ampla objetivando a otimizacao e aplicagdo de
processos celulares no contexto ambiental.

Sdo0 13 textos cuidadosamente ajustados ao propésito da obra onde os
autores tratam de varios temas relevantes, nos quais participam com contribuicdes
experimentais pessoais como, principalmente, as que envolvem micro-organismos
endofiticos, fatos que lhes asseguram autenticidade de informacao.

Nao me recordo de nenhuma obra, recentemente, realizada em nosso meio, que
seja comparavel a esta, pela qual felicito os autores.

Da abrangéncia e qualidade com que o livro foi organizado, merece sua
recomendacdo para uma clientela diferenciada além da graduacdo.

Sergio Olavo Pinto da Costa






APRESENTACADO

A biotecnologia tem grande importancia para o desenvolvimento do Brasil.

Um importante diferencial competitivo do Brasil para o desenvolvimento da
biotecnologia é sua notavel biodiversidade. Sdo cerca de centenas de milhares de
espécies de plantas, animais e micro-organismos ja registrados e estima-se que este
nuimero possa chegar a milhGes de espécies. O Brasil possui quase um quinto da
biodiversidade mundial, distribuida em seis biomas: Amazdnia, cerrado, caatinga,
mata Atlantica, pantanal e pampa, além da zona costeira e marinha. Considerada
a diversidade genética e molecular associada a estes biomas, abre-se um universo
de oportunidades para a pesquisa e inovacdo biotecnoldgica. Além disso, a
distribuicdo espacial diferenciada desta biodiversidade cria oportunidades para um
desenvolvimento econdmico que valoriza os regionalismos, capaz de organizar arranjos
produtivos sustentaveis baseados em aplica¢des biotecnoldgicas.

Inimeros debates tém sido realizados com o fim precipuo de se instituir uma
politica de preservacdo ambiental, no Brasil e no mundo acerca da necessidade de
se utilizar os recursos naturais sem alterar o equilibrio do ambiente onde todos os
organismos estdo inseridos, com o monitoramento, preservacao e prospec¢ao de novos
produtos tecnoldgicos que beneficiem a sociedade. O debate sobre a preservacdo
ambiental em paises agricolas, como o Brasil, busca respostas a diferentes problemas
como, por exemplo, o de se aumentar a produ¢do de alimentos, com insumos
microbianos (micro-organismos ou compostos produzidos pelos mesmos) que além de
ampliarem o desenvolvimento vegetativo da planta, também a proteja de ataques de
patégenos e pragas. Assim, a subarea da biotecnologia, a biotecnologia microbiana ou
biotecnologia de microrganismos pode contribuir significativamente para se alcancar
respostas aos graves problemas do impacto ambiental, produzido pela sociedade
hodierna, resultantes do desenvolvimento acelerado das inddstrias: contaminag&o dos
solos, rios e lencol freatico, com os metais pesados, residuos toxicos de agroquimicos,
corantes téxteis, entre outros. Para tanto, a area promissora da biorremediagdo desses
contaminantes tem sido ampliada. Somados a isso, a biotecnologia microbiana pode
contribuir com a obtencdo de energias mais limpas, metabdlitos secundarios com
atividades antibidticas e enzimas industriais.

Os micro-organismos sdo, sem qualquer divida, as formas de vida mais versateis
e adaptaveis da Terra. Ocupam os mais diversos nichos, como rios, oceanos, solo,



BIOTECNOLOGIA MICROBIANA AMBIENTAL

regides de climas extremos como o Artico e regides vulcanicas ativas. Ocupam até
mesmo o interior de animais e também de plantas. Nestas ultimas, tem-se descoberto
e prospectado um grande nimero de espécies de endodfitos, para a producdo de grande
espectro de antimicrobianos, agentes fitossanitarios, promotores do crescimento
vegetal e até antitumorais.

O desenvolvimento de novas plataformas de sequenciamento do DNA, ou
sequenciamento de nova geracdo, além dos métodos baseados na metodologia de
Sanger, em equipamentos automatizados, permitiu o incremento de novas abordagens
cientificas e tecnoldgicas, como a identificacdo de microrganismos baseado no
sequenciamento de regides conservadas do DNA, ou seja, a taxonomia molecular
microbiana baseada no DNA; estudo de microbiomas e constru¢do de bibliotecas
genbmicas ambientais aplicados a prospeccdo de metabdlitos secundarios de valor
biotecnoldgico e estudos de filogenética e evolucdo de espécies.

Em vista da supracitada importancia dos micro-organismos, a consecucdo de
uma publicagdo ilustrada para os docentes, pesquisadores e alunos (de pds-graduagéo
lato sensu e stricto sensu, graduacao e, sobretudo estes discentes pertencentes a area
de biotecnologia), que trouxesse ampla gama de assuntos associados a biotecnologia e
ambiente, levou osorganizadores da presente obra a reunirem diferentes pesquisadores
com expertises em topicos como:

- taxonomia classica, com a apresentacdo da estruturacdo dos diferentes filos de
fungos e bactérias;

- taxonomia molecular baseada no DNA, com abordagem sobre as diferentes
técnicas moleculares baseadas na anélise de perfis de DNA;

- controle bioldgico e simbidtico de insetos-pragas e doengas por micro-
organismos endofiticos, sobretudo na area de fitossanidade, com a minimizacdo
de impacto ambiental com a substituicdo de agentes quimicos xenobidticos;

mecanismos de promocao de crescimento vegetal por diferentes organismos,
como enddfitos e rizobactérias;

fundamentos e aplicagGes da fixacdo bioldgica de nitrogénio com a resultante
diminuicao do uso dos fertilizantes nitrogenados;

o uso de micro-organismos no monitoramento ambiental, com a determinac¢ao
domomentoem quesenecessitadeintervencaoimediataem locais com elevado
estresse ambiental (presenca de contaminantes) remediando e tratando esses
ambientes antes que o processo seja cronico, sistémico e irreversivel;

prospeccdo biotecnolégica para a produgdo de enzimas microbianas,
importantes biomoléculas aplicadas a diferentes setores como o industrial,
medicinal e biotecnoldgico;

10



APRESENTAGAO

- 0 processo de biorremediacdo de agua e efluentes, que constitui em uma
tecnologia emergente no campo da ciéncia e engenharia ambientais, com o uso
de microrganismos;

- outro tema na fronteira da ciéncia seria a biotecnologia microbiana marinha,
com o emprego da metagenomica estrutural e funcional;

- os virus e sua aplicacdo na biotecnologia;

- 0 uso de microalgas para a producdo de energia ecologicamente correta,
como uma alternativa ao combustivel féssil e, finalmente a aplicacdo da
nanotecnologia e microrganismos na biorremediacdo e monitoramento
ambiental.

Os organizadores

11






CAPITULO |

O desenvolvimento da microbiologia
e da biotecnologia de micro-
organismos no Brasil

Jodo Licio Azevedo, Jodo Alencar Pamphile, Maria Carolina Quecine-Verdi.
Paulo Teixeira Lacava

1.1 Introducao

A microbiologia como parte das ciéncias bioldgicas apresenta uma trajetéria
bem diversa daquela que ocorreu com a botanica e a zoologia. Hd mais de 80 mil
anos o Homo sapiens, a espécie mais recente do género Homo, vem conhecendo
e convivendo com seres vivos macroscopicos, tais como plantas, mamiferos,
répteis, batraquios, insetos e outras formas de vida. Entretanto, os seres humanos,
embora conhecessem alguns fungos macroscépicos, tais como os cogumelos,
alguns até usados na alimentacdo, eles ndo tinham ideia da existéncia de seres
microscopicos, por exemplo, as bactérias, protozoarios, leveduras e muitas outras
formas de vida. Foi sé no século XVII que, na Holanda, Antoine van Leeuwenhoek
teve a oportunidade de ver pela primeira vez micro-organismos, gragas a um
equipamento, um microscépio por ele inventado que tinha um aumento de no
maximo 500 vezes. Ele observou seres que se movimentavam em goticulas de dgua,
retiradas, por exemplo, de um lago ou de um liquido fermentado e denominou tais
seres de ‘animaliculos’ quando apresentou seus resultados na Royal Society de
Londres, Inglaterra. Estes animaliculos, s6 muito tempo depois foram relacionados a
certos processos ja observados pelos habitantes do planeta, mas cujas causas eram
desconhecidas, tais como doencas de plantas, animais e humanas, fermentacdes
para producdo de acido acético e bebidas alcodlicas e até medicamentos. Por
exemplo, os chineses, 1.500 anos antes de Cristo, ja fermentavam soja para utilizar
no tratamento de feridas; possivelmente, estava cultivando um fungo, talvez o
Penicillium e produzindo o antibidtico penicilina. Outro exemplo: Theophrastus
(370-285 a.C.) ja relatava que apds o plantio de uma leguminosa, o solo ficava mais
apropriado para favorecer o crescimento de outra cultura, que se mostrava mais
vigorosa, possivelmente uma bactéria fixadora de nitrogénio atmosférico era a
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responsavel. Outro exemplo, relatado por John Evelyn (1664) no seu livro Sylva,
era de que um material triturado de insetos pragas doentes, se espalhado em uma
floresta causava a morte de insetos sadios. Como mencionado no capitulo sobre
efeitos benéficos dos virus do presente livro, possivelmente ele estava distribuindo
um virus que era transmitido para pragas sadias, causando sua morte. Foi na
segunda metade do século XVIII que foi apresentada a hipétese de que doencas
poderiam estar sendo causadas pelos tais animaliculos descritos cerca de 100 anos
atras. Em 1849, Henle associou o contagio causando doencas, pela transmisséo
dos micro-organismos (animaliculos) de uma pessoa para outra. Os estudos com
micro-organismos comecaram a aparecer mais frequentemente, bem como o
estabelecimento de uma classificacdo dentre os micrébios.

A descoberta dos micro-organismos levou, apds muitos anos, a constatacdo
da inexisténcia de geracdo espontanea entre os seres vivos. Ja discutida ha mais
de dois milénios inclusive por Aristdteles que era adepto da teoria da geracdo
espontanea, sé cerca de 200 anos atras ela comecou a ser questionada. Spallanzani
ja havia descrito que micro-organismos eram levados pelo ar e, podiam ser mortos
por aquecimento. Verificou também que se isolasse um bastonete dentre aqueles
animaliculos descritos por Leeuwenhoek e o transferisse para um liquido sem
micro-organismos, ele se dividia formando muitas cépias iguais ao bastonete
original. Os dados de Spallanzani foram importantes para que, em 1861, Pasteur
publicasse a Teoria dos germes que resultou na era de ouro da microbiologia nos
dois ultimos decénios do século XIX. Além de concluir que geracdo espontanea ndo
ocorria, Pasteur mostrou também o papel dos micro-organismos em diferentes
tipos de fermentacGes resultando na producdo de acido latico ou etanol entre
outras; mostrou também a existéncia e diferencas entre vida aerdbica e anaerdbica,
e relatou doencas de insetos e plantas causadas por micro-organismos. Um
histérico da microbiologia pode ser encontrado no livro de Bier (1941). Antes
mesmo de Pasteur, outras descobertas mostravam a importancia dos micro-
organismos. Por exemplo, De La Tour ja havia relacionado micro-organismos com
as fermentacGes; Agostino Bassi, na Italia, constatou que uma doenca do bicho
da seda era causada por um fungo que mais tarde foi renomeado de Beauveria
bassiana em sua homenagem. Alids, Bassi ndo s mostrou que este fungo era
causador da doenca como depois de inocular o fungo em larvas sadias de bicho
da seda e verificar a morte das mesmas, reisolou o mesmo fungo fechando o ciclo
de um postulado que deveria ser denominado de postulado de Bassi que s6 mais
tarde foi repetido por Koch com bactérias causadoras da tuberculose humana
e que foi denominado de postulado de Koch. Foi surgindo assim uma nova area
dentro das ciéncias bioldgicas, a microbiologia, com grande impacto para a nossa
prépria sobrevivéncia como a pratica desenvolvida por Lister mostrando que
a lavagem de maos e a desinfeccdao antes de cirurgia evitavam contaminacdes.

14
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Foram também descobertas vérias formas de micro-organismos correlacionadas
com patdgenos ao lado de micro-organismos de extrema utilidade na agricultura
e medicina, neste uUltimo caso como produtores de antimicrobianos como os
descritos por Fleming na Inglaterra, em 1928, e Waksman, em 1942, bem relatadas
no artigo de revisdao de Moellering de 1995. Atualmente, os micro-organismos
estdo divididos em varios grupos, por exemplo, bactérias, fungos, microalgas,
protozoarios e outros. Hd micro-organismos presentes nos trés reinos de seres
vivos existentes, ou seja, bactérias, arqueias e eucariotos. Efetivamente, se iniciada
por Pasteur, considerado o pai da bacteriologia, a microbiologia, como ciéncia,
tem menos de 150 anos de existéncia. Entretanto, sem considerar os insetos que
sdo extremamente numerosos, 0s micro-organismos constituem cerca de 80% das
espécies viventes no planeta Terra. Ao contrario do que em geral se pensa, a grande
maioria dos micro-organismos, possivelmente cerca de 99%, é util e essencial para
a sobrevivéncia dos denominados animais e plantas superiores que habitam a face
da Terra. Apenas cerca de 1% deles é causador de doencas e de efeitos deletérios
como corrosdes, podriddes e outros. Devido a isto, eles vém sendo cada vez mais e
melhor estudados no mundo inteiro. Ndo cabe aqui fazer um histérico detalhado da
microbiologia como um todo. Entretanto, esta introducao nos leva aos principais
nomes, instituicdes e fatos importantes que ocorreram no Brasil, relacionados a
implantacdo e desenvolvimento da microbiologia brasileira. Como sera discutida,
mais adiante, a microbiologia foi o principal alicerce da biotecnologia de micro-
organismos, que sdo os pontos principais deste capitulo inicial e da presente
publicacao.

1.2 Os primordios da microbiologia no Brasil

Revisdessobreaspectosdamicrobiologiaesuaimplantacaoedesenvolvimento
no Brasil ja foram abordados em vaérias publicagcdes que apresentam dados
detalhados sobre o assunto. E o caso do livro A formacdo da comunidade cientifica
no Brasil de autoria de Simon Schwartzman (1979). Pontos mais especificos também
podem ser encontrados tais como o relacionado a histdria da salde publica no
Brasil (BENCHIMOL, 2000) ao ensino da microbiologia no Brasil (JARDIM-FREIRE;
GAMBALE, 1997) ou a micologia (FIDALGO, 1985). Ndo é inten¢do no presente
capitulo inicial abranger todos os aspectos ja bem esmiucados nas revisdes
citadas. O objetivo é ressaltar alguns dos mais atuantes microbiologistas na fase
inicial da implantagdo da area no Brasil, a maioria voltada para doencas humanas e
animais bem como, salientar nomes que foram altamente importantes para o inicio
e desenvolvimento de ramos da microbiologia que ndo a envolvida nas areas de

15
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salde animal e humana, especialmente a agricultura. O Brasil é sempre descrito
como um celeiro do mundo e as ciéncias agrarias, especialmente a agricultura
e também fermentag¢des industriais sdo muitas vezes esquecidas quando nos
referimos a microbiologia. Entdo énfase especial sera dada a microbiologia agricola,
de alta relevancia para o Brasil. Entretanto, sem duvida foi a drea de saide que mais
se destacou nos primérdios da microbiologia entre nds e isto foi em decorréncia da
presenca de pesquisadores brasileiros que estavam na Europa, principalmente na
Franca em contato com Pasteur nos anos de ouro da ciéncia dos micrébios.

1.3 Microbiologia na area de saude

Podemos comecar com Adolpho Lutz, brasileiro, nascido no Rio de Janeiro
em 1855, mas que teve quase toda sua formagao educacional na Europa. Formado
em medicina na Suica, trabalhou em varios paises europeus e teve o privilégio de
conviver com Pasteur, em Paris, quando entdo ampliou sua formacdo cientifica
em microbiologia, depois reforcada por trabalhar com Paul Unna na Alemanha, na
area de medicina tropical e doencas infecciosas. Apés, dirigiu hospitais nos Estados
Unidos quando entdo, em 1892, foi convidado para ser diretor do novo Instituto
de Bacteriologia no Brasil, denominado na época de Instituto Bacterioldgico,
localizado na cidade de Sdo Paulo. Neste periodo suas pesquisas levaram a
descoberta do agente causal da doenca blastomicose sul-americana, o fungo
atualmente denominado de Paracoccidioides brasiliensis. Também foi o primeiro
a estabelecer a correlagdo entre a febre amarela e o0 mosquito Aedes aegypti. Sua
atuacdo foi crucial no combate a peste bubdénica na cidade de Santos, Estado de Sdo
Paulo. Em 1908, Lutz aposentou-se, mas continuou a trabalhar em microbiologia
transferindo-se para o Instituto Oswaldo Cruz (Manguinhos) no Rio de Janeiro. Sua
contribuicdo a microbiologia e salide publica foi reconhecida em 1940 quando o
antigo Instituto Bacterioldgico e o Instituto Bromatoldgico, este ultimo que atuava
no controle de contaminacdo e fraudes em alimentos, uniram-se, resultando o
atual Instituto Adolfo Lutz, sem o ‘ph’ de Adolpho pela similaridade de nome com
Adolph Hitler na época da segunda grande guerra. Mais detalhes sobre Adolfo Lutz
sao encontrados em Instituto Adolfo Lutz (2011).

Outro nome que deve ser citado é o de Oswaldo Cruz, nascido em S&o Paulo,
na cidade de Sao Luiz do Paraitinga, em 1872, mas que logo se mudou com os
familiares, para o Rio de Janeiro formando-se em medicina em 1892, 0 mesmo ano
em que Adolfo Lutz iniciou seus trabalhos no Instituto Bacteriolégico. Oswaldo Cruz
teve também o privilégio de, em 1896, ir a Paris nos anos de ouro da microbiologia,
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permanecendo la por cerca de trés anos quando conviveu com Pasteur e foi discipulo
de Emile Roux, naquele tempo, diretor do Instituto, renomado bacteriologista que
auxiliou Pasteur em muitas descobertas conjuntas tais como a vacina antirrabica
e a deteccdo da toxina da difteria, produzida pela bactéria Corynebacterium
diphtheriae. Na volta da Europa, Oswaldo Cruz sugeriu ao governo federal a criacao
de um instituto para o combate da peste bubonica. Foi assim criado, em 1900, o
Instituto Soroterapico Federal, sendo Osvaldo Cruz seu diretor a partir de 1902. Em
1903 foi nomeado diretor geral da Salde Publica e seus grandes feitos foram as
campanhas de erradicacdo da febre amarela e da variola. Sua atuagdo resultou na
vacinacdo obrigatdria cujos resultados foram cobertos de sucesso, mas ndo sem
antes causar protestos da populagdo. Estes fatos que tém sido até hoje amplamente
divulgados, terminaram em vitéria de Oswaldo Cruz e contribuiram em muito para
o desenvolvimento da microbiologia no pais. Hoje, o Instituto que leva o nome
de seu idealizador (Instituto Oswaldo Cruz ou I0C, desde 1908) continua dando
enorme contribuicdo a microbiologia e saide publica brasileira. Oswaldo Cruz
faleceu em Petrépolis, Estado do Rio de Janeiro em 1917 (OSVALDO CRUZ, 2017). A
ligagdo entre Adolpho Lutz e Oswaldo Cruz ndo foi a Ginica. Outros nomes que serdo
mencionados estdo interligados, sempre envolvendo Louis Pasteur, Adolpho Lutz e
Oswaldo Cruz. Eis alguns deles.

Carlos Chagas nasceu em Oliveira (MG), em 1878, e completou seus estudos
em medicina em 1902 quando trabalhou no entdo Instituto Soroterapico, tendo
sido orientado por Oswaldo Cruz, defendendo a tese relacionada a malaria. Uma
de suas maiores contribuicdes foi ter descoberto o agente causal da atualmente
denominada ‘doenca de Chagas’, transmitido por insetos conhecidos pelo
nome popular de ‘barbeiros’. O agente causal, um protozoario denominado de
Trypanosoma cruzi (em homenagem ao mestre Oswaldo Cruz) foi encontrado
também em macacos, gatos e seres humanos e ainda é objeto de estudos por
microbiologistas e biologistas moleculares no Brasil e fora dele. Entretanto, talvez
amaior contribuicdo de Carlos Chagas foi ter sido o responsével pela introdugdo de
disciplinas voltadas ao ensino da medicina tropical, primeiro no Rio de Janeiro e
atualmente fazendo parte do curriculo das universidades brasileiras ligadas a area
de salde. Logo ap6s o falecimento de Oswaldo Cruz, Carlos Chagas foi nomeado
diretor do 10C, alguns dias apds a morte de seu fundador e foi extremamente
importante sua atuacdo levando ao Instituto as mesmas caracteristicas amplas de
ensino, pesquisa e fabricacdo de medicamentos, como ocorria no Instituto Pasteur
de Paris. Faleceu em 1934 (CARLOS CHAGAS, 2017).

Mais um nome relacionado aos anteriores foi Henrique Rocha Lima, nascido
em 1879, também diplomado pela Faculdade de Medicina, no Rio de Janeiro em
1905. Em seguida, trabalhou em Manguinhos junto com Oswaldo Cruz, Adolpho
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Lutz e Carlos Chagas. Em estagio na Alemanha descobriu e descreveu o micrébio
Rickettsia prowasekii. Depois, em Sdo Paulo foi um dos responsaveis pela criagdo
da Faculdade de Medicina de Sdo Paulo e da prépria Universidade de Sdo Paulo. Foi
também diretor do Instituto Biolégico de Sdo Paulo e presidente da recém-criada
Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia (SBPC) (HENRIQUE DA ROCHA
LIMA, 2017).

Talvez um nome nao tdo conhecido como os anteriores, mas de extremo valor,
foi o de Gaspar de Oliveira Viana, nascido em Belém, no Para, em 1885 e que também
como a maioria dos microbiologistas pioneiros aqui citados, estudou na Faculdade de
Medicina do Rio de Janeiro e foi pesquisador em Manguinhos. Neste periodo trabalhou
em doencas como o mal de Chagas junto com Carlos Chagas, colaborou com Adolpho
Lutz na descoberta do fungo causador da blastomicose sul-americana e realizou
também por sugestdo de Oswaldo Cruz, pesquisas com Leishmania brasiliensis. Faleceu
jovem, em 1914.

Muito mais nomes poderiam ser citados tais como Emilio Ribas com trabalhos
sobre o agente causal da febre amarela e que depois dirigiu o Instituto que hoje
leva seu nome, Francisco Fajardo (1864-1906), em pesquisas com o protozoario
causador da malaria e transmitido por mosquitos. Alids, o relacionamento de
microbiologistas com entomologistas foi muito grande na época, devido ao estudo
das doencas e seus vetores. Por exemplo, Vital Brazil (1865-1950) trabalhou com
Adolpho Lutzno Instituto Bacterioldgico de Sdo Paulo tendo depois se especializado
em ofidios, dirigindo o Instituto Butantan em S&o Paulo; outro destaque foi Arthur
Neiva que também trabalhou em Manguinhos no combate ao inseto vetor da febre
amarela. Mais recentemente nomes de importdncia na area de microbiologia
voltada para a salide humana e grande divulgadores da microbiologia por artigos
em revistas especializadas e livros didaticos foram Otto Bier (1906-1985) formado
em medicina também no Rio de Janeiro, trabalhando em Manguinhos junto com
Carlos Chagas e transferindo-se depois para Sao Paulo, fazendo parte do Instituto
Bioldgico, e da Escola Paulista de Medicina e sendo membro fundador da SBPC. Seu
livro Bacteriologia e imunologia é classico, sendo adotado em muitas universidades
brasileiras. Também deve ser mencionado, Carlos da Silva Lacaz (1915-2002),
formado pela Faculdade de Medicina de Sao Paulo, micologista de renome, criador
do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de S3do Paulo e também autor
de livros classicos de microbiologia, por exemplo, Antibidticos (1975) e Tratado de
micologia médica (2002). Falecido mais recentemente deixou vérios trabalhos em
micologia e bacteriologia e orientados. Trabalhou com Lacaz em seu inicio, Luis
Rachid Trabulsi que deixou trabalhos de destaque em bacteriologia, formando
também orientados que até hoje continuam seu trabalho. Da Universidade de Sao
Paulo (USP) transferiu-se para a Escola Paulista de Medicina, atualmente Unifesp
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retornando a USP em S3o Paulo, onde faleceu recentemente. Uma revisdo dentre
muitas sobre o histérico da microbiologia no Brasil podem ser citadas, entre elas
Benchimol (1995) e Suassuna (2006).

Acredito que o exposto é suficiente para mostrar que a microbiologia teve um
excelente inicio no Brasil e que a area de saude foi privilegiada pelos seus fundadores,
todos derivados dos grupos europeus predominantes na época. Embora em menor
escala, mas cada vez mais ocupando espaco dentro da microbiologia brasileira foram
os pesquisadores que se dedicavam a areas de ciéncias agrarias, especialmente no
campo das fermentacdes industriais. Foram dreas que cresceram aos poucos e de modo
semelhante na area da salde, contribuiram em muito para a resolugdo de problemas
de interesse nacional. E o que serd apresentado a seguir.

1.4 Microbiologia na agricultura

Como ja mencionado anteriormente, mesmo antes da descoberta dos micro-
organismos ja havia indicios de que eles efetuavam importantes processos na
agricultura. De Bary, na Alemanha (1831-1888), pode ser considerado o pai da
patologia de plantas, a fitopatologia, seguido por Kuhn (1828-1910) e muitos outros
que descreveram e apresentaram métodos de controle de moléstias vegetais. A
famosa doenca da batata na Europa, causada pelo fungo Phythophtora infestans
em 1845, é citada como responsavel por fome especialmente na Irlanda causando
incremento da imigragao de irlandeses para os Estados Unidos. No surto de
doencas de insetos Uteis, o proprio Pasteur se envolveu no controle da pebrina,
doenca causada por um protozoario em bicho da seda. Junto aos efeitos negativos
dos micro-organismos, De Bary mencionado ha pouco, foi o responsavel pela
descoberta de fungos que habitavam o interior de plantas, designados de micro-
organismos endofiticos, que atualmente sabemos serem Uteis, como responsaveis
por controlarem doencas e insetos-pragas protegendo seus hospedeiros, além de
muitos outros efeitos benéficos. Foi assim que, ao contrario do que aconteceu na
area de salde, os micro-organismos na microbiologia agricola foram aos poucos
sendo descritos como benéficos. Por exemplo, Boussingault, em 1838, ja havia
correlacionado bactérias com fixacdo de nitrogénio atmosférico e Von Liebig, em
1858, correlacionou nitratos do solo com fertilizantes (WILSON, 1957). Entretanto,
a contribuicao maior foi do ucraniano Sergei Winogradsky (1856-1953), mostrando
entre outros pontos, que bactérias que ocorriam em nédulos de leguminosas, eram
responsaveis por fixacdo do nitrogénio atmosférico, essencial para fertilizacdo
do solo. Trabalhando em Sdo Petersburgo, depois em Zurique e, finalmente, no
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Instituto Pasteur em estacdo experimental perto de Paris, Winogradsky pode ser
considerado um pioneiro da microbiologia do solo. Qutro importante personagem
na microbiologia agricola foi o holandés Beijerinck que, em 1888, isolou, pela
primeira vez, bactérias de nédulos de leguminosas. Beijerinck também introduziu
meios de cultivo para sele¢do e enriquecimento em microbiologia. Beijerinck e
Winogradsky podem também ser considerados os precursores da, mais recente,
microbiologia ambiental.

Juntamente com bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico, outro grupo
de micro-organismos de importancia e valor econémico para a agricultura, foram
fungos que vivem em associacdo com plantas, descritos pela primeira vez por
Nageli em 1842. Estas associacdes de fungos e plantas foram melhores descritas e
denominadas pelo nome de ‘micorrizas’ por Frank em 1885. O estudo das micorrizas
de diferentes tipos mostrou que elas podiam ser responsaveis por tolerdncia
a estresses em plantas, por exemplo, o estresse hidrico, resisténcia a doencas e
pela capacidade de levar nutrientes para seus hospedeiros. Estes estudos foram
ampliados mais recentemente por Barbara Mosse, na Inglaterra e J. W. Gerdemann,
nos EUA.

No campo do controle biolégico de insetos, Metchinikoff na Russia e que
também trabalhou no Instituto Pasteur, em Paris, mostrou que um fungo, o
Metarhizium anisopliae, podia ser utilizado com sucesso no controle de insetos que
eram pragas da cultura da beterraba e de outras plantas. Steinhaus, nos Estados
Unidos, criou o departamento de patologia de insetos em 1945. Com relacdo a
controle de patégenos de plantas, Waksman, em 1927, publicou seu livro Principles
of soil microbiology, demonstrando a inibi¢cdo de patdégenos por outros micro-
organismos especialmente actinomicetos. Tudo culminou com a descoberta de
antibioticos, por Fleming em 1928 e pelo préprio Waksman alguns anos depois.

Foram assim aparecendo micro-organismos Uteis, ao contrario do que ocorria na
microbiologia na salide. Mesmo os virus, j4 mencionados em capitulo desta presente
publicacdo, embora patégenos de plantas e animais apresentam também efeitos
benéficos para a agricultura, ecologia e outras areas.

1.5 A microbiologia agricola no Brasil

Ao contrario da microbiologia na area de salde, a microbiologia agricola
no Brasil teve um inicio mais modesto. Os primeiros microbiologistas agricolas
vieram, em geral, ainda jovens do exterior, contratados por instituicdes federais
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ou estaduais e partiram para um campo ainda inexplorado no pais e menos
desenvolvido que as areas de saide no mundo. Os primeiros pesquisadores eram
principalmente fitopatologistas contratados para combate as doengas de plantas,
cerca de um século atras. Na Escola Superior de Agricultura ‘Luiz de Queiroz’
(Esalq), Universidade de Sao Paulo (USP) em Piracicaba, fundada em 1901, a antiga
cadeira de botanica e zoologia abrigava também a microbiologia, especialmente a
fitopatologia. A cadeira foi depois denominada de botanica, zoologia, fitopatologia
e microbiologia agricola. Nela destacava-se o francés Emile Charropin que em 1910
(ESALQ, 1976) publicou um dos primeiros textos em portugués sobre microbiologia
do solo. Outro docente vindo da Italia, Averna Sacca, permaneceu no Brasil de
1913 a 1928 e fez um levantamento das principais doengas de plantas no Brasil,
destacando-se trabalhos com café e videira. Saccd pode ser considerado um
pioneiro da fitopatologia no Brasil. Outro fitopatologista de destaque na Esalq
foi o belga Arséne Puttemans, jd em 1917, publicou trabalhos originais sobre
problemas da fitopatologia no Brasil (ESALQ, 1976). Além disso, Puttemans foi o
responsavel pela criacdo do parque da Esalq e que permanece até hoje como um
exemplo do estilo de arquitetura paisagistica da época. Foi contratado também o
fitopatologista norte-americano Edwin Honey, da Universidade de Cornell, que nos
trés anos que esteve no Brasil editou textos de fitopatologia que constituiram o
inicio da formacdo de, na época, jovens pesquisadores que mais tarde foram os
orientadores de muitos dos atuais fitopatologistas brasileiros. Depois, denominado
de Departamento de Fitopatologia, nele até hoje sdo realizados estudos de
importancia em doengas das principais culturas agricolas brasileiras. Além deste
departamento da Esalq, pesquisas foram também desenvolvidas no antigo Instituto
Zimotécnico (atualmente Departamento de AgroindUstria, Alimentos e Nutricdo) e
no Departamento de Genética onde F.G. Brieger, natural da Alemanha, e discipulo de
Correns, um dos redescobridores das leis de Mendel, praticamente foi o responsavel
pela vinda de professores do exterior que iniciaram as bases da genética de micro-
organismos no Brasil, em geral, voltadas para a agricultura. A genética microbiana,
especialmente na agricultura e suas aplicagdes foi a base de dezenas de congressos
e reunides anuais englobando geneticistas e microbiologistas que deram origem
a divulgacdo da biotecnologia de micro-organismos por meio de cursos de
fundamentos de biotecnologia no Brasil como serd apresentado mais adiante.
Também no Departamento de Entomologia da Esalg, destaque deve ser dado a
estudos sobre controle microbiano de insetos, tendo Sérgio Batista Alves, discipulo
de Steinhaus de Berkeley, um dos principais responsaveis pela divulgacdo deste
ramo de pesquisa no pais. Mais recentemente, o Departamento de Solos e Nutricdo
de Plantas tem produzido trabalhos envolvendo varios setores da microbiologia do
solo. Mais detalhes sobre o histdrico da microbiologia e areas correlatas na Esalq
sdo encontrados em Esalq (1976) e Reichardt (2001).
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Anteriormente a Esalq, outra instituicdo pioneira na microbiologia agricola
no Brasil foi o Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), fundado em 1887 e, na
época, denominado de Imperial Estacdo Agron6mica de Campinas. A iniciativa de
sua criacdo foi do imperador D. Pedro Il. O primeiro diretor do IAC foi o austriaco
Franz Wilhelm Dafert que logo percebeu a importancia da microbiologia e criou
a Secdo de Fitopatologia para estudar doencas de plantas de valor econdmico
no Brasil. Foi também contratado o holandés Franz Benecke, envolvido em
doencas do cafeeiro na ilha de Java, naquele tempo uma colonia holandesa. Ele
pressentia a possibilidade de ser introduzida no Brasil uma doenca do cafeeiro,
denominada ‘moléstia das folhas’, o que ndo ocorreu na época. Entretanto, muito
depois a doenga foi introduzida, em 1970, conhecida como ‘ferrugem do cafeeiro’,
causada por um fungo (Hemileia vastatrix) e que foi combatida com variedades
resistentes produzidas com antecedéncia a sua chegada ao pais, por melhoramento
genético realizado também no IAC por Alcides Carvalho, um dos mais renomados
melhoristas de plantas no pais. O IAC de 1924 até 1942 apresentou uma fase de
grande desenvolvimento sob direcdo de Theodureto de Camargo. Esta diretoria
criou condi¢Bes para combater doencas do cafeeiro e do algoddo além de, pela
primeira vez no Brasil, terem sido iniciadas pesquisas com a bactéria Rhizobium
e fixagcdo bioldgica de nitrogénio, estudos sobre microbiologia do solo em geral
e fermentac¢des industriais. Foi na gestdo de Theodureto de Camargo que varios
pesquisadores foram contratados pelo IAC dentre eles, em 1934, Alvaro Santos
Costa, formado em engenharia agrondmica pela Esalq e que estudou virus de
plantas criando a Sec¢do de Virologia, contribuindo especialmente para debelar
a doenca denominada ‘tristeza dos citros’ que estava dizimando os laranjais do
Estado de Sdo Paulo. Mais informacdes sobre o IAC podem ser encontradas em
Carmo e Alvim (1987).

Outra instituicdo do Estado de Sdo Paulo que também teve seu papel na
histéria da microbiologia na agricultura no Brasil. Trata-se do Instituto Bioldgico de
Defesa Agricola e Animal de S3o Paulo, atualmente Instituto Bioldgico (IB), criado
no final de 1927. O IB resultou da necessidade para atender a demanda criada
principalmente pela importancia da cultura cafeeira no Estado de Sdo Paulo na
época. Entretanto, o Instituto teve sua atuacdo ampliada para controle de outras
epifitias e epizootias bem como no desenvolvimento de produtos como vacinas
e soros. Seu primeiro diretor foi Arthur Neiva, ja mencionado anteriormente pelo
seu papel na area de saldde no Brasil. Foi substituido por Henrique Rocha Lima
também ja mencionado anteriormente e que deu ao Instituto um aspecto similar
a Manguinhos onde havia trabalhado. Neste periodo foram realizadas pesquisas e
producdo de vacinas contra carblnculo, bouba de galinhas, tristeza bovina e outras.
Na agricultura, o 1B foi responsavel por caracterizacdo de doencas como a leprose
dos citros. Em 1942, na gestdo de Paulo de Lima, a Divisdao de Biologia do instituto
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foi subdividida, dela fazendo parte entre outras, as subdivisdes de bacteriologia
e de virologia. No combate a doencgas de plantas especialmente citros, destacou-
se Vitoria Rossetti, formada na Esalqg, que ajudou a caracterizar moléstias como o
cancro citrico e a clorose variegada dos citrus, causadas por bactérias. Para mais
detalhes sobre o IB podem ser encontrados em Reboucas et al. (2009).

Aindano Estado de Sao Paulo, um forte grupo de micologia foi formado no Instituto
de Botanica. Principalmente dedicado a taxonomia e microbiologia ambiental, o grupo
fez importantes contribuicdes na area.

Em Minas Gerais, na Universidade Federal de Vigosa, Albert Muller iniciou
estudos de microbiologia e dai para frente um importante grupo surgiu sendo que o
primeiro programa de pds-graduacdo em microbiologia agricola foi criado naquela
Universidade.

Em Recife, na Universidade Federal de Pernambuco desatacaram-se os nomes
de Chaves Batista, criador do Instituto de Micologia (atualmente Departamento
de Micologia) e Oswaldo Gongalves de Lima, criador do Instituto de Antibidticos
(atualmente Departamento de Antibidticos). Ainda em Pernambuco, na
microbiologia agricola deve ser destacada a atuacdo do italiano Pietro Guagliumi,
que veio ao Brasil em 1960 e introduziu as bases do controle bioldgico de insetos por
fungos, trazendo a espécie denominada de Metarhizium anisopliae para controlar
pragas da cana-de-aglcar; mais tarde este fungo foi cultivado em grande escala por
Maria de Lourdes Aquino, deixando uma equipe que até hoje vem trabalhando com
sucesso no controle microbiolégico de insetos danosos a agricultura.

No Parana, trabalhos de microbiologia foram mais dedicados a bioquimica
e fisiologia de micro-organismos tendo destaque o curso de fisologia de micro-
organismos criado por Metry Bacila; este curso antecedeu a oficializagdo dos
cursos de pds-graduacdo no Brasil (BACILA, 2001). O curso instituido por Bacila na
Universidade Federal do Parand formou importantes pesquisadores nas diversas
areas da microbiologia incluindo a agricola. Também no Parana, a Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) o centro de soja, teve papel destacado com os
trabalhos de Flavio Moscardi que introduziu o controle bioldgico de pragas da soja no
Brasil usando um virus, o baculovirus (BUENO et al., 2012).

Destaque especial deve ser dado a Johanna Ddbereiner, uma pesquisadora
proveniente da antiga Tchecoslovaquia, formada em agronomia, pela Universidade
de Munique, sendo contratada pelo Instituto de Ecologia e Experimentacdo Agricola,
Laboratério de Microbiologia do Solo (atualmente Centro de Agrobiologia da Embrapa)
no Rio de Janeiro (JOHANNA LIESBETH KUBELKA DOBEREINER, 2017). Quando
poucos ainda acreditavam no papel dos micro-organismos na fertilidade dos solos,
Dobereiner renovou este interesse quando verificou que certas bactérias denominadas
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de diazotréficas pertencentes ao género Azospirillum e outros, eram capazes de fixar
nitrogénio atmosférico em gramineas e outras plantas nos tropicos. Mais importante foi
seu papel na formacdo naquela época de jovens pesquisadores que hoje continuam os
trabalhos em microbiologia. A prépria Embrapa, embora de fundagdo recente, além de
Ddbereiner e Moscardi mencionados anteriormente, tem uma série de pesquisadores
em seus centros espalhados pelo pais e que estdo contribuindo para o desenvolvimento
da microbiologia em ciéncias agrarias no Brasil.

1.6 O desenvolvimento da biotecnologia microbiana no Brasil

A biotecnologia entendida como a utilizacao de sistemas celulares para o
desenvolvimento de processos e produtos de interesse aplicado seja de valor
econdmico ou social, ndo é nova; muito pelo contrario desde a antiguidade os micro-
organismos, mesmo ainda ndo descobertos, pois ndo existia o microscopio, vem
servindo ao ser humano na producdo de acido acético, acido citrico, na panificagdo,
producdo de bebidas alcodlicas e muitos outros produtos. Mesmo na agricultura
que teve inicio cerca de 10.000 anos atras a selecdo de plantas é feita de maneira
empirica, mas com sucesso. Entretanto uma revolugdo na biotecnologia surgiu apo6s
a descoberta da penicilina por Fleming, em 1928, e sua produ¢do em maior escala
por Florey, Chain e Norman a partir de 1940. Nesta época, a biotecnologia esteve
mais ligada a fermentac¢des industriais e a drea de engenharia quimica especialmente
relacionada com a producdo de antibidticos, etanol, acidos organicos etc. Em 1959,
foi criada a revista Biotechnology and Bioengineering, atualmente, com 112 volumes
ja publicados. No Brasil, os trabalhos pioneiros em biotecnologia classica tiveram
origem em uma série de publica¢des conhecidas como cole¢do Biotecnologia editada
a partir de 1975, pelos professores Eugénio Aquarone, Walter Borzani e Urgel de
Almeida Lima, da Universidade de Sao Paulo. Esta foi uma obra pioneira sobre o tema
e causou grande impacto no ensino e pesquisa da area. Em 1983 ja eram cinco volumes
dedicados as fermentag¢Ges industriais, tecnologia das fermentagdes, alimentos e
bebidas produzidos por fermentacdo, engenharia bioquimica e também corroséo
microbioldgica (ACEVEDO, 2001). Um dos autores da colecdo sobre biotecnologia foi
Walter Borzani (1924-2008), formado em engenharia quimica, pela Escola Politécnica,
Universidade de S3o Paulo (EP/USP), la trabalhando até sua aposentadoria, quando
se transferiu para a Escola de Engenharia Maua, também em S&do Paulo. Borzani é
considerado o pai da engenharia bioquimica na América Latina, responsavel pela
divulgacdo da fermentacdo continua e contribuindo ao incremento da producéo
de etanol no Brasil. Hoje o pais é um dos maiores produtores mundiais de etanol
combustivel e o primeiro exportador mundial do produto. Borzani foi também o

24



| O DESENVOLVIMENTO DA MICROBIOLOGIA E DA BIOTECNOLOGIA DE MICRO-ORGANISMOS NO BRASIL

fundador da Associacdo Latinoamericana de Biotecnologia e Bioengenharia. De
autoria de Borzani, juntamente com Aquarone, Almeida Lima e Schmidell, resultou o
classico livro Biotecnologia industrial (BORZANI et al., 2001) que ampliou e atualizou a
colecdo de biotecnologia iniciada em 1975. Como se verifica a biotecnologia, em sua
forma classica, ja era difundida no Brasil. Acontece que com o desenvolvimento da
tecnologia do DNA recombinante ou engenharia genética, especialmente, a partir dos
anos 70 do século XX, a biotecnologia adquiriu uma nova roupagem no mundo e no
Brasil. No nosso pais um ponto importante foi resultado da crise do petréleo mundial
que resultou na criacdo do Programa Nacional do Alcool (Proalcool), em 1975, que
resultou no desenvolvimento dos processos modernos de fermentagdo alcodlica e uso
de biologia molecular para criar leveduras adaptadas ao incremento da produgdo de
alcool de cana-de-aclicar comecando a se ligar principalmente as novas tecnologias
de biologia molecular. Varias empresas de biotecnologia foram criadas no exterior. Nos
EUA, a Genentech (Genetic Engineering and Technology Inc.) foi a primeira empresa,
criada em 1976. No Brasil, no mesmo ano, foi criada a Biobras em Montes Claros,
Minas Gerais, de propriedade do professor da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) Marcos Mareguia e Guilherme Emerich, primeiramente produzindo insulina
por métodos convencionais e depois por tecnologia do DNA recombinante. Aempresa
foi depois adquirida por uma multinacional (Novo Nordisk). Também no Brasil, a
Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia (SBPC) e a Sociedade Brasileira de
Genetica (SBG) em seus congressos nacionais, a partir de 1975-1976, ja apresentaram
simpdsios sobre genética e melhoramento de micro-organismos na biotecnologia
o mesmo fazendo a Sociedade Brasileira de Microbiologia (SBM) em 1977. Em 1973,
foram iniciadas as reunides de genética de micro-organismos, dedicadas aos mais
diversos tdpicos basicos e aplicados, mas envolvendo, especialmente a partir de
1980, aspectos da biotecnologia de micro-organismos (PIZZIRANI-KLEINER; AZEVEDO,
2006; AZEVEDO, 1996). Estas foram contribui¢des para que a moderna biotecnologia
fosse estabelecida no Brasil. Em 1975, foi criado o Programa Integrado de Genética
(PIG), parceria entre Conselho Nacional do Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq) e Financiadora de Estudos e Projetos (Finep) que durou até meados dos anos
80 do século XX e muito contribuiu para que, especialmente grupos emergentes nos
diversos Estados brasileiros pudessem iniciar e contribuir com projetos que resultaram
nas bases da biotecnologia e tecnologia do DNA recombinante no Brasil. Em 1982, foi
realizado no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (Inpi), no Rio de Janeiro, um
curso sobre biotecnologia, engenharia genética e Patentes. Em 1983, na Universidade
de Brasilia (UNB), foi realizado o primeiro curso sobre fundamentos de biotecnologia.
Estes cursos foram depois realizados em outras localidades incluindo Piracicaba,
Londrina, Vitéria, Campos de Giotacazes, Manaus, Parintins etc. Muitas associagGes
entre pesquisadores de diferentes instituicoes de ensino e pesquisa no Brasil foram
iniciadas e resultaram em projetos de interesse biotecnolégico no pais.
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Do ponto de vista das instituicGes de financiamento a pesquisa e ensino no
Brasil, em 01/04/1981, foi criado um grupo de estudos para formular projetos em
biotecnologia, iniciativa de pesquisadores brasileiros com apoio do CNPq e Finep.
Em 1982, foi criado o Programa Nacional de Biotecnologia (Pronab) no CNPq
com primeira reunido em 16/06/1982 e com a subsequente reunidao de avaliacdo
do programa realizado pelo CNPq e Finep em Sdo Paulo no final de 1983. Em
1984, dentro do Programa de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(PADCT) surgiu publicacdao ressaltando a importancia do Programa Nacional
de Biotecnologia para as diferentes areas de interesse no Brasil inclusive a de
micro-organismos. O CNPq definiu biotecnologia como a utilizagao de sistemas
bioldgicos na obtencdo de produtos ou desenvolvimento de processos industriais.
Houve financiamento de simpdsios e cursos dedicados a biotecnologia de micro-
organismos em diferentes instituicdes de pesquisa e ensino no Brasil. Em Porto
Alegre (RS), em 1984, foi realizado, com a participa¢do de pesquisadores em
empresarios, com financiamento do Banco de Desenvolvimento do Rio Grande do
Sul (Badesul) o Simpdsio de Biotecnologia que foi um marco inicial para a fundagéo
do Centro de Biotecnologia do Rio Grande do Sul na Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). Outros centros de biotecnologia foram estabelecidos, por
exemplo, o de Microbiologia Agricola na Esalq (CEBTEC), localizado em Piracicaba,
com simpdsios anuais internacionais desde 1982. Na Embrapa, o Centro Nacional
de Recursos Genéticos (Cenargen), localizado em Brasilia (DF), adquiriu uma nova
area, a de biotecnologia. Em 1994 foi criado o Programa Nacional de Diversidade
Bioldgica (Pronabio) tendo em vista nossa alta biodiversidade, uma das maiores
do planeta. Em 1988 foi criada a Sociedade Brasileira de Biotecnologia (SBBiotec)
que congrega pessoal de pesquisa, ensino e empresarios na area de biotecnologia,
realizando congressos nacionais em diferentes Estados brasileiros. A Fundagado de
Amparo a Pesquisa do Estado de S3o Paulo (Fapesp), depois de estudos preliminares
deslanchou o Programa Genoma, no ano 2000, publicou trabalho na conceituada
revista Nature, com dados do primeiro genoma de uma bactéria fitopatogénica
sequenciado no mundo. O projeto reuniu mais de 40 laboratérios de pesquisa do
Estado de S3o Paulo e contribuiu, na época, para a formagéo de grupos de pesquisa
a fim de trabalhar em conjunto e na formacdo de recursos humanos na area.

Cursos de graduacdo e pds-graduacdo em biotecnologia foram iniciados.
Embora a pds-graduacdo brasileira apresentasse, desde seu inicio, programas
de péds-graduacdo envolvidos em biotecnologia, considerando a multi e
interdisciplinariedade da area, a Comissdo de Aperfeicoamento do Ensino Superior
(Capes) criou, em 2008, a area de programas de pds-graduacdo em biotecnologia
que cinco anos depois, em 2013, abrangia 45 programas sendo 23 de mestrado
e doutorado, 12 s6 de mestrado e trés s6 de doutorado além de sete mestrados
profissionais. Nesta época, os programas estavam presentes em todas as regides
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brasileiras: Sudeste (18 cursos), Sul (9), Nordeste (9), Norte (6) e Centro-oeste (3).
Em 2015, ja sdo mais de 55 programas incluindo o de biotecnologia ambiental, na
Universidade Estadual de Maringad (UEM), recém-aprovado pela Capes (mestrado
em 2013 e doutorado em 2016), cujos primeiros alunos de mestrado defenderam
suas dissertacdes em julho de 2015.

Nota-se que a biotecnologia de micro-organismos veio para se estabelecer e é
de enorme importancia para o Brasil. Com a diversidade brasileira, uma das maiores
do mundo a potencialidade é enorme e ja foi reconhecida pela comunidade cientifica
brasileira. Em estudo realizado no Centro de Gestdo em Estudos Estratégicos (CGEE), em
Brasilia, um resumo desta potencialidade foi apresentado na época no inicio dos anos
2000 (Figura 1). Podem-se ver as rela¢des entre biotecnologia, diversidade bioldgica,
interacdo com empresas e biosseguranca.

Emprecas de Bas
Bintecnolgica

Figura 1 - Uma visdo holistica da biotecnologia e importancia da biodiversidade brasileira para a
pesquisa e formagao de empresas de biotecnologia.

Fonte: Os autores.
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A Figura 2 apresenta as relacdes entre pesquisa oriunda da biodiversidade
brasileira e as novas tecnologias ressaltando a gendmica e outras ‘omicas’ e empresas
de biotecnologia com implicagdes em patentes, biosseguranca, geracao de empregos
e outras.

Exportagbes

Patentes Preservagio
Ambiental
Genoma Vv

Fumml —_— 4 Qualidade

Social

D Q Controle
Empregos v e

Qualidade

Biossegurana

PESQUISA

Genoma
Estrutural

Figura 2 - A pesquisa em biotecnologia e a geracdo de empresas de biotecnologia com formagao
da consciéncia em areas de biosseguranca, patentes, formacdo de recursos humanos e outras.

Fonte: Os autores.
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Com esta perspectiva, algumas etapas atuais e futuras da biotecnologia estdo
apresentadas na Figura 3 (biotecnologia atual e futura) e principalmente as areas de
maior interesse para o Brasil estao apresentadas na Figura 4.

Figura 3 - Alguns exemplos de destaque na biotecnologia atual e futura.
Fonte: Os autores.
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Biodiversidade
microbiana

Vocagao:
atividade
agropastoris

Extensdo da area
agricola

Quantidade de
agua doce

Figura 4 - As perspectivas mais importantes no desenvolvimento da biotecnologia brasileira.

Fonte: Os autores.

1.7 Conclusoes

Este é um apanhado de como a microbiologia se desenvolveu e de como a
biotecnologia estd nos seus primoérdios no Brasil. A histéria da biotecnologia brasileira
ainda é recente, mas sua importancia tendo em vista suas possibilidades é enorme.
Como mencionado, o Brasil € um pais com alta diversidade bioldgica, com extens&o
de litoral e quantidade de agua doce dentre as maiores do mundo em uma época em
que cada vez mais este liquido torna-se importante. Possui também uma atividade
agropastoril imensa, gracas ao seu territorio praticamente todo apto a ser cultivavel.
Desta forma, a biotecnologia brasileira deve apresentar cada vez mais importancia
para o desenvolvimento de produtos e processos de valor aplicado que é o foco
fundamental desta area. O presente livro surge para apresentar capitulos de interesse
para a biotecnologia de micro-organismos no Brasil e no mundo, envolvendo bactérias,
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fungos, virus e algas e servindo de base para despertar o interesse de estudantes de
graduacdo, pds-graduacgdo e demais estudiosos do assunto.
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CAPITULO I

Topicos da diversidade de fungos e bactérias:
bases da taxonomia classica

Jodo Alencar Pamphile, Juliana Bernardi-Wenzel, José Odair Pereira, Juliano Marcon
Baltazar

2.1 Introducao

Abiotecnologiamicrobianaestdalicercadaprincipalmentenadiversidade genética
de fungos e bactérias, entre outros organismos (como as microalgas). Assim, faz-se de
fundamental importancia que este livro, que trata das aplicagdes biotecnoldgicas dos
micro-organismos, sobretudo na area ambiental, aborde a diversidade microbiana,
com enfoque nas bases da taxonomia classica de fungos e bactérias, para que o leitor
tenha melhor compreensdo da distribuicdo dos filos nos reinos Fungi e Bacteria.

2.2 Taxonomia de fungos

Atéoiniciodadécadade 1990, aclassificacdo dosfungoserabaseadaquaseque
exclusivamente na taxonomia classica, que leva em consideracdo as caracteristicas
morfoldgicas, citolégicas e as estruturas reprodutivas dos organismos. A
identificacdo das estruturas reprodutivas é imprescindivel para que esta forma
de taxonomia possa ser realizada. Porém, para muitos fungos, a identificacdo de
estruturas reprodutivas so6 é possivel em meio de cultura apropriado, com técnicas
de cultivo e microscopia que permitam sua visualiza¢do. Além disso, a morfologia
de diversas estruturas dos fungos é facilmente confundivel em alguns grupos, o
que dificulta sua correta distingdo. Assim, nas ultimas décadas, a identificagdo
classica de fungos tem sido associada a técnicas moleculares e bioquimicas
como as baseadas em PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) e sequenciamento
de regiGes especificas do DNA, como as codificadoras de proteinas (a-tubulina,
B-tubulina, actina, rpbl, rpb2, tefl), do rDNA (subunidade maior do ribossomo -
LSU, subunidade menor do ribossomo - SSU e o espacador interno transcrito - ITS),
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entre outras, para assegurar que ambas as técnicas resultem em uma identificacao
correta (HIBBETT et al., 2007).

2.2.1 Aspectos gerais

Estima-se que existam entre 700 mil e 5 milhdes de espécies de fungos em todo o
mundo. No entanto, apenas cerca de 100 mil espécies foram descritas até o momento
(KIRK et al., 2008; BLACKWELL, 2011). A descri¢do de espécies, bem como sua correta
classificagdo, é um desafio a taxonomia classica.

Uma das primeiras classificacdes cientificas dos organismos foi proposta por
Haeckel (1866), no qual dividia os seres vivos em trés reinos. Posteriormente outras
classificagoes foram propostas e uma das mais atuais classifica os organismos em dois
dominios (Eukaryota e Procaryota) e seis reinos (Animalia, Fungi, Plantae, Chromista,
Protista e Bacteria), e nelas os fungos sdo pertencentes ao dominio Eukaryota, ao
supergrupo Opisthokonts e ao reino Fungi (CAVALIER-SMITH, 2004; BALDAUF, 2008).
Atualmente, o reino Fungi estd dividido em dez filos, sendo eles: Cryptomycota
(JONES et al., 2011a, 2011b), Chytridiomycota (SEIF et al., 2005; JAMES et al., 2006b),
Blastocladiomycota (JAMES et al., 2006b), Neocallimastigomycota (JAMES et al., 2006b),
Microsporidia (JAMES et al., 2006a; KEELING, 2013), Monoblepharidomycota (DOWELD,
2001), Entomophthoromycota (HUMBER, 2012), Glomeromycota (JAMES et al., 2006a),
Ascomycota (CAVALIER-SMITH, 1998) e Basidiomycota (MOORE, 1980), sendo estes dois
altimos agrupados no subreino Dikarya (McLAUGHLI; SPATAFORA, 2014). Ainda, quatro
subfilos sdo reconhecidos e tratados como incertae sedis, i.e., seu posicionamento
filogenético ainda ndo foi determinado com precisdo. S3o eles Kickxellomycotina,
Mortierellomycotina, Mucoromycotina e Zoopagomycotina (McLAUGHLIN; SPATAFORA,
2014).

Os fungos formadores de zodsporos, como os membros dos quatro subfilos
citados acima, vém recebendo mais atencdo nos estudos filogenéticos por se
tratarem de grupos basais na evolug¢ao dos fungos. Conhecer melhor suas relagées
pode contribuir para o entendimento das modificagGes sofridas por estes ao longo
da evolucado.

Recentemente, Ruggiero et al. (2015) publicaram uma proposta de classificagao
para todos os organismos. Seu trabalho contou com a opinido de mais de 3.000
taxonomistas especialistas nos mais diversos grupos, e os dados foram compilados por
um grupo de trabalho que incluiu um micdlogo. Nesse trabalho, os autores classificam
os fungos no super-reino Eukaryota, reino Fungi, e sdo divididos em dois subreinos e
cinco filos. Essa reducdo se deu em parte pela transferéncia dos filos Cryptomycota e
Microsporidia para o reino Protozoa. Dessa forma, o reino Fungi passa a incluir apenas
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organismos heterotroéficos absortivos com parede celular contendo quitina. Entretanto,
por ser muito recente, essa classificagdo ainda precisa ser analisada com cautela pela
comunidade cientifica para que possa ser adotada.

2.2.2 Filo Microsporidia

O filo Microsporidia apresenta mais de 1.400 espécies (DIDIER; WEISS, 2006) e
compreende fungos sem mitocondrias e produtores de esporos. Sdo endoparasitas
obrigatdrios de animais e quando ndo estdo parasitando alguma célula, estdo
obrigatoriamente na forma de esporos, que sdo altamente resistentes as condig¢des
ambientais adversas (McLAUGHLIN; SPATAFORA, 2014). Possuem morfologia e
genoma nuclear muito simples, tendo um dos menores genomas encontrados
em eucariotos, por vezes menor do que de alguns procariotos (KEELING et al.,
2013). Uma caracteristica definidora destes parasitas é o mecanismo pelo qual o
contetido dos esporos é rapidamente injetado no citoplasma do hospedeiro através
de um tubo polar fino. Enquanto permanece no interior da célula do hospedeiro o
patdgeno ndo apresenta parede celular. A classificacdo filogenética deste grupo foi
dificultada por muitos anos pela evolu¢do extremamente rapida de seu material
genético, causando divergéncia entre taxonomistas, o que fez com que, por muitos
anos, sua nomenclatura fosse governada tanto pelo cdigo de botanica quanto pelo
de zoologia (JAMES et al., 2006a). Capella-Gutiérrez, Marcet-Houben e Gabalddn
(2012), utilizando concatenacdo de sequéncias de 53 genes, comprovaram
que este grupo de organismos pertence realmente ao reino Fungi. Além das
sequéncias génicas, fatores como caracteristicas fenotipicas, do desenvolvimento
e caracteristicas ecoldgicas foram levados em consideracdo para a adequada
classificagdo destes fungos, além de caracteristicas como o organismo e o tipo de
célula hospedeira, configuracdo do nucleo, nimero e configuracdo do tubo polar,
tipo de divisdo nuclear e celular, entre outras (DIDIER et al., 2014). Entretanto, por
estarem posicionados na base da arvore filogenética do reino Fungi, alguns autores
como Ruggiero et al. (2015) preferem classifica-los como protistas, juntamente com
os Cryptomycota.

2.2.3 Filo Cryptomycota (= Rozellida ou Rozellidomycota)

O filo Cryptomycota M. D. M. Jones & T. A. Richards foi descrito recentemente
(JONES et al., 2011a, 2011b) para acomodar as cerca de 22 espécies do género
Rozella Cornu. A analise filogenética de Jones et al. (2011a) ainda incluiu diversas
sequéncias de DNA obtido diretamente de amostras ambientais e depositadas na
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base de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Posteriormente,
Amoeboaphelidium protococcarum B.V. Gromov & K.A. Mamkaeva, uma espécie
parasita de algas e considerada protista até entdo, foi incluida em Cryptomycota
com base em analises filogenéticas (LETCHER et al., 2013). Assim como os
Microsporidia, as espécies classificadas em Cryptomycota sdo caracterizadas por
serem endoparasitas altamente sofisticados e ndo apresentarem parede celular
durante a infeccdo. Os Cryptomycota possuem genoma mitocondrial, porém este
¢é degenerado, e sdo organismos fagotréficos, ao contrario dos demais fungos. A
parede celular encontrada em seus propagulos (p.ex., esporos e esporangios de
dorméncia) é proveniente do hospedeiro, que geralmente é um fungo. Mas apesar
de ndo sintetizarem parede celular, eles possuem em seu genoma nuclear quatro
genes codificadores de quitina-sintetase, e esta caracteristica é usada como
argumento para inclui-los no reino Fungi (McLAUGHIN; SPATAFORA, 2014). Os
poucos representantes do filo conhecidos até o momento sdo muito diversos em
relacdo a sua morfologia e ciclo de vida. Espécies do género Rozella apresentam
uma fase parasitica como um protoplasma mitocondriado no interior das células
do hospedeiro. Ali podem formar esporangios que produzirdo zodsporos, ou ainda
esporangios de dorméncia. Amoeboaphelidium protococcarum também apresenta
uma fase parasitica intracelular, onde sdo produzidos aplandsporos ameboides
com filopddios (pseudopddios filamentosos) que serdo liberados no ambiente
apos a lise da célula hospedeira. Jones et al. (2011a) inferiram trés fases do ciclo
de vida dos organismos do qual foram obtidas as amostras ambientais de DNA do
seu estudo. Por meio do uso de sondas fluorescentes para marcagao de genes, os
autores propuseram uma fase zoospoérica, outra em que sdo formados cistos de
dorméncia, e uma terceira em que a célula do organismo permanece aderida a uma
célula de alga, possivelmente como parasita ou comensal.

2.2.4 Filo Chytridiomycota

O filo Chytridiomycota Doweld inclui os fungos verdadeiros com esporo
assexuado flagelado (zodporo), também denominados de quitridias; os fungos desse
filo apresentam quitina na parede celular, hifas simples alongadas ou formando um
micélio (ou talo) e cenociticas, com septos somente nas estruturas de reproducao,
tendo como caracteristica morfoldgica mais proeminente o esporangio (zoosporangio).
Podem possuirainda uma estrutura denominada rizoide, por as vezes lembrar uma raiz,
que é responsavel pela absor¢do de nutrientes e fixagdo do rizomicélio. Estes fungos
sdo cosmopolitas e vivem principalmente em ambientes aquaticos, especialmente
agua doce ou de baixa a média salinidade ou no solo. O flagelo auxilia principalmente
na locomogdo na agua. A maioria das espécies é saprofitica e algumas sdo parasitas
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de algas, vegetais, animais e fungos. Alguns sdo mutualistas, habitam o trato digestivo
de mamiferos ruminantes, sendo anaerdbicos obrigatdrios. Realizam reproducdo
assexuada pelo zodsporo e reproducdo sexuada por meiose zigdtica. De acordo com
James et al. (2006a), Chytridiomycota é um filo polifilético e ndo monofilético como
até entdo acreditava-se. Este filo é dividido em uma classe (Chytridiomycetes Caval.-
Sm.) e sete ordens (Chytridiales Cohn, Rhizophydiales Letcher, Lobulomycetales D.R.
Simmons, Cladochytriales Mozley-Standr., Polychytriales Longcore & D.R. Simmons,
Spizellomycetales D. J. S. Barr e Rhizophlyctidales Letcher) segundo Powell e Letcher
(2014).

2.2.5 Filo Monoblepharidomycota

O filo Monoblepharidomycota Doweld também inclui fungos zoospéricos,
com estrutura simples que eram classificados como quitridiomicetos e foram
elevados a filo pela sua caracteristica diferencial de reproducdo sexual oogamica.
Estes fungos sdo saprofiticos e ndo foram relatados até o momento como parasitas.
Este filo é dividido em duas classes (Monoblepharidomycetes J.H. Schaffn. e
Hyaloraphidiomycetes Doweld) e trés ordens (Monoblepharidales Sparrow,
Harpochytriales R. Emers. & Whisler e Hyaloraphidiales Doweld) segundo Powell e
Letcher (2014).

2.2.6 Filo Neocallimastigomycota

O filo Neocallimastigomycota M.J. Powell é composto por fungos que
apresentam zodsporo com um a 20 flagelos, micélio pequeno e hifas cenociticas.
S3do encontrados no rdmen e no ceco de grandes mamiferos herbivoros e,
possivelmente, em outros ambientes anaerdbios terrestres e aquaticos. Realizam
reproducdo assexuada por meio de zodsporos. Apresenta apenas uma classe
(Neocallimastigomycetes M.J. Powell) e uma ordem (Neocallimastigales)
(HIBETT et al., 2007). Este filo foi o dltimo a divergir dentre os filos de fungos que
apresentam zodsporos, sendo distinguido dos demais por caracteristicas como
auséncia de aderecos flagelares no zodsporo, envelope nuclear totalmente fechado
na metafase, entre outras (POWELL; LETCHER, 2014). Estes fungos sdo de grande
interesse gracas a sua capacidade de digerir plantas ingeridas pelos animais, ja que
estdo frequentemente presentes no rimen de animais ruminantes, pela produgéo
de enzimas como xilose isomerases e glicosil hidrolases (xilanases, celulases),
que podem ser utilizadas em biorrefinarias para a producdo de biocombustiveis
(GRIFFITH et al., 2010; GRUNINGER et al., 2014).
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2.2.7 Filo Blastocladiomycota

O filo Blastocladiomycota T. Y. James é constituido por fungos que apresentam
zodsporo com um unico flagelo posterior e sdo também denominados de blastocadios.
Os fungos desse filo apresentam reproducdo assexuada com zodsporos, reproducdo
sexuada pela fusdo de planogametas e ciclo de vida com a meiose ocorrendo em
esporangios de dorméncia e produzindo zodsporos hapléides; sdo habitantes restritos
de agua e solo e parasitas de fungos, algas, invertebrados e plantas, podendo ser
anaerdbios facultativos. Este filo é composto por uma classe (Blastocladiomycetes
Doweld) e uma ordem (Blastocladiales H.E. Petersen). Este grupo apresenta
caracteristicas evolutivas semelhantes ao filo Chytridiomycota, porém ja apresenta
caracteristicas evolutivas mais derivadas e semelhantes a outros grupos, como a forma
de reproducdo sexuada, a formacdo dos polos durante a mitose e caracteristicas do
complexo golgiense.

Sua separagdo em um filo a parte é sustentada por analises moleculares utilizando
rDNA (JAMES et al., 2000; JAMES et al., 2006a, PORTER et al., 2011), RPB1 (TANABE et al.,
2004), RPB2 (JAMES et al., 2006a) e sequenciamento de genoma mitocondrial (SEIF et
al., 2005), indicando que podem ser mais relacionados aos fungos que nao apresentam
zodsporos. A principal caracteristica diferencial deste grupo é a reproducdo por um
zodsporo com formacgdo de um tampao nuclear proeminente que em algumas espécies
demonstram germinagdo bipolar das hifas. Outro fator diferencial é a parede celular
espessa, pigmentada e escura que é muitas vezes ornamentada com po¢os, cumes ou
espinhos.

Os fungos Blastocladiomycota tém servido como modelos para estudos de
genética e fisiologia de fungos, além do potencial como agentes de controle bioldgico
de pragas de plantas e vetores de doencgas e por interagirem com teias alimentares
aquaticas e ciclagem de nutrientes por meio de consumo e parasitismo. Este filo é
dividido em cinco familias (Blastocladiaceae H. E. Petersen 1909, Catenariaceae Couch,
Coelomomycetaceae Couch ex Couch, Physodermataceae Sparrow e Sorochytriaceae
Dewel) segundo James, Porter e Martin (2014).

2.2.8 Filo Entomophthoromycota

Os fungos pertencentes ao filo Entomophthoromycota Humber sdao fungos
zigomicetos, i.e., ja foram classificados no filo Zygomycota junto a outros fungos com
algumas semelhancgas, entre elas a formagdo de zigdsporos, mas que ndo possuem
um parentesco proximo. Este grupo inclui o filo Entomophthoromycota e mais quatro
subfilos incertae sedis (KickxellomycotinaBenny, Mortierellomycotina Kerst. Hoffm. et
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al., Mucoromycotina Benny e Zoopagomycotina Benny). Na classificacdo recente de
Ruggiero et al. (2015), entretanto, estes cinco grupos foram reunidos novamente no
filo Zygomycota. Os fungos pertencentes a Entomophthoromycota sédo saprofiticos ou
patdgenos de artrépodes, podendo também causar micose em humanos. Eles também
formam conididéforos simples ou ramificados, reproduzindo-se sexualmente por
conjugacdo e formagdo de zigésporos, e assexuadamente pela formacdo de conidios,
que podem possuir dois ou mais ntcleos. As hifas sdo normalmente cenociticas, mas
nos saprofiticos as hifas sdo septadas. Patdgenos de artrépodes podem produzir
rizoides para se fixar no hospedeiro e quebrar a cuticula do exoesqueleto. Este filo
¢ dividido em trés classes (Basidiobolomycetes Doweld, Entomophthoromycetes
Humber e Neozygitomycetes Humber) e trés ordens (Basidiobolales Jacz. & PA. Jacz.,
Entomophthorales G. Winter e Neozygitales Humber) segundo Benny, Humber e Voigt
(2014).

2.2.9 Filo Glomeromycota

O filo Glomeromycota C. Walker & A. SchiiRler inclui os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA). Estes fungos participam de uma associagcdo mutualistica com as
raizes de plantas, na qual a planta, por meio da fotossintese, fornece energia e carbono
para a sobrevivéncia e multiplicacdo do fungo, enquanto este absorve nutrientes,
minerais e agua do solo transferindo-os para as raizes da planta. Este tipo de associa¢do
foi considerado fundamental para que as plantas pudessem se estabelecer na terra,
sendo assim, estes fungos sdo cosmopolitas e co-evoluiram com as plantas com as
quais se relacionam, apresentando grande importancia ecoldgica. Uma espécie do
filo, entretanto, participa de uma simbiose com cianobactérias. Os representantes
deste grupo foram incluidos anteriormente no filo Zygomycota, porém diferem dos
demais zigomicetos por ndo formarem zigdsporos. Os Glomeromycota possuem
hifas cenociticas e se propagam por esporos assexuados grandes e multinucleados,
os glomerosporos, que as vezes podem apresentar-se agrupados em estruturas
denominadas esporocarpos. Até o momento ndo foram encontradas evidéncias de
que estes fungos reproduzam-se sexuadamente. Outra caracteristica distintiva destes
fungos € a produgdo de arbusculos no interior da parede celular das células do parceiro
vegetal. A cor, o tamanho, o nimero de paredes e a forma de esporos e as caracteristicas
de fixacdo das hifas sdo importantes critérios morfoldgicos utilizados para distinguir
espécies, processo que depara com a dificuldade de cultivo destes fungos, que ndo
podem ser cultivados sem a planta ao qual vivem associados. Este filo apresenta
quatro ordens (Archaeosporales C. Walker & A. Schiifiler, Diversisporales C. Walker &
A. SchiiBler, Glomerales J. B. Morton & Benny, Paraglomerales C. Walker & A. Schiifler)
segundo Redecker e Schiiftler (2014).
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2.2.10 Filo Ascomycota

O filo Ascomycota Caval.-Sm. pertencente ao subreino Dikarya assim
como o filo Basidiomycota (HIBBETT et al., 2007), que sdao considerados fungos
superiores ou que divergiram mais recentemente na escala evolutiva. Estes
fungos sdo cosmopolitas saproéfitos, parasitas (especialmente de plantas), ou
vivem em associa¢do mutualistica com algas unicelulares formando os liquens. O
grupo é caracterizado principalmente por suas estruturas reprodutivas sexuadas,
os ascos. A célula formadora do asco sofre uma meiose seguida por uma mitose,
produzindo oito ascdsporos. Porém, o nimero de ascésporos pode ser menor
ou maior, por varios fatores. A reproducdo assexuada também pode ocorrer pela
producdo de conidios (esporos provenientes de mitose) e pela fragmentacdo
de hifas vegetativas (MADIGAN, 2010). Podem ser unicelulares (leveduriformes),
filamentosos, ou ainda dimoérficos, quando se apresentam filamentosos em
determinadas condicdes e leveduriformes sob outras. Os fungos filamentosos
apresentam hifas septadas. A grande maioria dos fungos conhecidos pertence
a este filo, sendo conhecidas aproximadamente 64 mil espécies (KIRK et al.,
2008), divididas em trés subfilos (Taphrinomycotina O.E. Erikss. & Winka,
Saccharomycotina O. E. Erikss. & Winka e Pezizomycotina O. E. Erikss. & Winka) e
15 classes (Taphrinomycetes O. E. Erikss. & Winka, Neolectomycetes O. E. Erikss.
& Winka, Pneumocystidomycetes O. E. Erikss. & Winka, Schizosaccharomycetes
0. E. Erikss. & Winka, Saccharomycetes G. Winter, Arthoniomycetes O. E. Erikss.
& Winka, Dothideomycetes O. E. Erikss. & Winka, Eurotiomycetes O. E. Erikss.
& Winka, Laboulbeniomycetes Engl., Lecanoromycetes O. E. Erikss. & Winka,
Leotiomycetes O. E. Erikss. & Winka, Lichinomycetes Reeb et al., Orbiliomycetes
0. E. Erikss. & Baral, Pezizomycetes O. E. Erikss. & Winka, Sordariomycetes O. E.
Erikss. & Winka) segundo Schoch et al. (2009). Devido a quantidade e a diversidade
de espécies (ca. 60% de todas as espécies de fungos), estes fungos possuem
grande importancia ambiental, além de industrial em varios segmentos. A grande
maioria dos fungos que ndo apresenta reproducdo sexuada ou que esta ndo tenha
sido identificada, denominados de deuteromicetos, na verdade pertencem ao filo
Ascomycota.

2.2.11 Filo Basidiomycota

Os representantes do filo Basidiomycota R. T. Moore sdao considerados
cosmopolitas e sapréfitos ou patégenos (geralmente de plantas), e vivem
predominantemente em ambientes terrestres, mas com algumas espécies que
ocorrem em ambientes aquaticos (tanto aguas continentais como marinhas).
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Tem como principal caracteristica a produ¢do dos basidios, que produzem
externamente esporos sexuados, os basididsporos, por meio de cariogamia e
meiose (geralmente em nimero de 04 por basidio). Também podem reproduzir-
se assexuadamente pela producdo de conidios ou oidios, clamiddsporos e
artrésporos. Na maioria das espécies do subfilo mais diverso, Agaricomycotina
Doweld, produz os basidios em estruturas complexas, os basidiomas. Estes sdo
geralmente bastante evidentes e sdo conhecidos popularmente como cogumelos
ou orelhas-de-pau. O basidioma geralmente é constituido pelo pileo (o chapéu
do cogumelo), que pode ter sua superficie fértil na forma de lamelas (estrutura
pregueada abaixo do pileo, onde se encontram os basidios), poros, rugas, dentes,
ou ainda lisa, e pelo estipe ou pé (estrutura que sustenta o pileo), que pode estar
presente ou ausente. Alguns fungos podem se encontrar no estado de levedura
ou ainda serem dimérficos. Assim como os Ascomycota, possuem hifas septadas,
porém varias espécies formam fibulas, também denominadas de grampo de
conexdo. Estes fungos sdo importantes agentes decompositores, atuam em
matéria orgédnica vegetal morta ou como patégenos de plantas, promovem a
degradacdo da celulose e lignina; podem também ser patégenos de animais,
endofiticos ou de vida livre (MADIGAN, 2010).

Este filo possui grande importancia industrial, principalmente pela
producdo de acidos, pigmentos, enzimas e outras substadncias de interesse
em diversos processos. Também possui importdncia gastronémica, podendo
ser ingerido diretamente ou associado a determinados pratos, além de alguns
terem também efeito alucindgeno ou serem toéxicos. Neste grupo também
sdo incluidos os causadores de ferrugens e carvdes, que sdo importantes
patégenos que atacam varias espécies de plantas com importancia agricola. Os
basidiomicetos sdo divididos em trés subfilos (Pucciniomycotina R. Bauer et al.,
Ustilaginomycotina Doweld e Agaricomycotina) e 15 classes (Pucciniomycetes
R. Bauer et al., Cystobasidiomycetes R. Bauer et al., Agaricostilbomycetes
R. Bauer et al.,, Microbotryomycetes R. Bauer et al., Atractiellomycetes R.
Bauer et al., Classiculomycetes R. Bauer et al., Mixiomycetes R. Bauer et al.,
Cryptomycocolacomycetes R. Bauer et al., Ustilaginomycetes R. Bauer et al.,
Exobasidiomycetes Begerow et al., Tremellomycetes Doweld, Dacrymycetes
Doweld, Agaricomycetes Doweld, Wallemiomycetes Zalar et al., Entorrhizomycetes
Begerow et al.), além de diversas ordens incertae sedis (HIBBETT et al., 2007).

E muito provavel que os filos Basidiomycota e Ascomycota tenham uma
origem em comum, ja que ambos apresentam uma fase dicaridtica e micélio
septado.
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Figura 1-1 - Estrutura caracteristica de fungos pertencentes aos filos A’- Cryptomycota;
A - Microsporidia; B - Chytridiomycota; C - Monoblepharidomycota; D - Neocallimastigomycota.
Fonte: llustracdo de Dr? Larissa Trierveiler Pereira.
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£

Figura 1-2 - Estrutura caracteristica de fungos pertencentes aos filos E - Blastocladiomycota;
F - Entomophthoromycota; G - Glomeromycota; H - Ascomycota; | - Basidiomycota.

Fonte: Ilustracdo de Dr? Larissa Trierveiler Pereira.
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2.3 Taxonomia de bactérias

A taxonomia de bactérias é um grande desafio para os pesquisadores.
Assim como ocorre para os fungos, técnicas classicas de identificagdo baseadas
na microscopia de luz, somadas a analise de morfologia da coldnia, constituem
uma primeira etapa no processo de caracterizacdo taxon6mica. Somadas a essas,
também temos as abordagens bioquimicas e do sequenciamento do DNA do
agregado génico do rDNA 16S, ITS, 23S e 5S. Como sera visto a seguir, as bactérias
podem ser classificadas em diferentes sub-reinos e filos, de acordo com suas
caracteristicas estruturais.

2.3.1 Aspectos gerais

Asbactérias sdo organismos mais simples morfologicamente do que os eucariotos,
mas sao tao bem-sucedidas quanto estes do ponto de vista evolutivo. Segundo Margulis
e Schwartz (2001) e Mora et al. (2011), sdo conhecidas cerca de 10.000 formas de
bactérias descritas como ‘espécies’, mas estima-se que pode haver cerca de 4 milhGes
de espécies em apenas uma tonelada de solo (CURTIS et al., 2002).

Algumas caracteristicas genéticas desses organismos, como a transferéncia
horizontal de genes, tornam a delimitacdo de taxons em todos os niveis bastante dificil.
Por isso os autores citados acima utilizam a palavra ‘espécies’ citada entre aspas. Por
esse mesmo motivo, ndo existe uma classificacdo em niveis taxonémicos superiores
amplamente aceita para os procariotos (RUGGIERO et al., 2015).

Anomenclatura do grupo também n3o esta estabelecida, e o Cédigo Internacional
de Nomenclatura de Bactérias governa apenas os nomes em categorias inferiores a
classe (LAPAGE et al., 1992). Dessa forma, ndo existem nomes formais ou ‘oficiais’ para
os filos e categorias superiores de procariotos, o que também dificulta a elaboracdo de
classificagbes em nivel de reinos e filos para estes organismos (RUGGIERO et al., 2015).
Dessa forma, os nomes utilizados para estas categorias taxonémicas sdo informais
(apesar de ndo serem escritos entre aspas neste livro).

As primeiras classifica¢Ges cientificas dos seres vivos dividiam os organismos em
reino vegetal e reino animal. Dessa forma, as cianobactérias eram incluidas no primeiro
reino e as bactérias heterotrdficas no segundo. Haeckel (1866) foi o primeiro a separar
as bactérias em um grupo préprio, que ele denominou de Monera. Este autor dividiu
0s organismos em trés reinos (Plantae, Animalia e Protista), e os Monera estavam
incluidos no reino Protista, junto com todos os organismos unicelulares e alguns
outros com pouca diferenciacao celular. Copeland (1938) foi o primeiro autor a tratar
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as bactérias em um reino proprio, que também denominou de Monera, em um sistema
de classificagdo com quatro reinos (Monera, Protista, Plantae e Animalia). Essa ideia
foi seguida posteriormente por Whittaker (1969) em sua classificacdo em cinco reinos
(Monera, Protista, Fungi, Plantae e Animalia).

Woese e Fox (1977) revolucionaram a classificagao dos organismos defendendo
aideiade queadivisdo mais basica deveria contemplaraseparacdo entre eucariotos
e procariotos. Eles propuseram trés reinos: Eubacteria, compreendendo as bactérias
tipicas (eubactérias); Archaebacteria, contendo as bactérias metanogénicas;
e Urkaryotes, que incluia todos os eucariotos. Essa classificacdo teve alguns
adeptos a principio, mas foi fortemente criticada por levar em consideracdo
principalmente dados de filogenia, usando RNA ribossomal para sustentar sua
proposta, desconsiderando outros aspectos, como os bioquimicos. Isso levou os
autores a reformularem sua proposta, e posteriormente propor aqueles mesmos
trés grupos em nivel de dominios, que eles denominaram de Bacteria, Archaea e
Eucarya (WOESE; KANDLER; WHEELIS, 1990). A ideia de incluir um nivel acima dos
reinos foi bem recebida pela comunidade cientifica, e varios autores passaram a
usar os termos ‘dominios’, ‘impérios’, ‘super-reinos’ etc. para denominar esse nivel
- apesar de muitos autores usarem delimitacdes dos grupos bastante diferentes da
proposta de Woese, Kandler e Wheelis (1990).

Uma das classificacbes mais respeitadas atualmente é a de Cavalier-Smith
(1998), que divide os organismos em dois impérios e seis reinos (Bacteria no império
Prokaryota, e Protozoa, Animalia, Fungi, Plantae e Chromista no império Eukaryota).
Oreino Bacteria, que inclui tanto as eubactérias como as arqueobactérias, é dividido
ainda em dois subreinos (Negibacteria e Unibacteria). Algumas atualiza¢es dessa
classificagao foram publicadas desde sua primeira publicacao (CAVALIER-SMITH,
2004, 2010, 2013, 2014), sendo a Gltima delas o trabalho de Ruggiero et al. (2015).

Outra classificacdo amplamente aceita, principalmente para fins didaticos,
¢ a do trabalho de Margulis e Schwartz (2001). Nela as autoras classificam as
bactérias no super-reino Prokarya, reino Bacteria, e dois sub-reinos: Archaea e
Eubacteria. Archaea é composto por arqueobactérias metanogénicas, haldfitas
e termoaciddfilas. Este sub-reino inclui apenas a divisdo Mendosicutes,
caracterizada por arqueobactérias com deficiéncia de parede celular, com dois
filos (Euryarchaeota e Crenarchaeota). Eubacteria, por outro lado, possui trés
divisGes: Gacilicutes (bactérias Gram-negativas), com seis filos (Proteobacteria,
Spirochaetae, Cyanobacteria, Saprospirae, Chloroflexa e Chlorobia), Tenericutes
(bactérias sem parede celular), com um unico filo (Aphragmabacteria), e Firmicutes
(bactérias com parede proteica e Gram-positivas), com cinco filos (Endospora,
Pirellulae, Actinobacteria, Deinococci e Thermotogae). Cabe ressaltar que o termo
‘divisdo’, como empregado pelas autoras, ndo corresponde em ambito de filo e nem

47



BIOTECNOLOGIA MICROBIANA AMBIENTAL

é sindnimo deste termo, como costuma ser utilizado na sistematica botanica. Esta é
a classificacdo adotada no presente livro. Os nomes aqui utilizados para os taxons
acima do nivel de classe ndo sdo validos do ponto de vista nomenclatural, como foi
comentado no inicio deste capitulo.

Ruggiero et al. (2015), em seu recente trabalho sobre a classificacdo de todos
os organismos atuais, classificaram as bactérias no super-reino Prokaryota, e as
dividiu em dois reinos: Archaea, com dois filos (Euryarchaeota e Crenarchaeota),
e Eubacteria, com dois subreinos (Negibacteria e Posibacteria) e 29 filos. Assim
como dito anteriormente para os fungos, esta classificagdo ainda é muito recente
e precisa ser discutida pela comunidade cientifica antes de ser amplamente
utilizada. Acredita-se que as Archaea, representadas pelos filos Euryarchaeota
e Crenarchaeota, sdo as bactérias que surgiram mais recentemente na histéria
evolutiva (CAVALIER-SMITH, 2006).

2.4 Filo Euryarchaeota

No filo Euryarchaeota sdo classificadas as arqueobactérias metanogénicas e
as halodfilas. Estes dois grupos sdo bastante distintos do ponto de vista nutricional,
ecoldgico e fisioldgico. Ambas, porém, ndo formam esporos e estdo adaptadas
a ambientes extremos. Seu parentesco so foi estabelecido a partir de analises
filogenéticas moleculares. As arqueobactérias metanogénicas sdo anaerdbias e
ndo podem utilizar aclcares, proteinas e carboidratos como fonte de carbono. A
grande maioria delas obtém o carbono para o seu metabolismo a partir de trés
substancias: formiato, metanol e acetato. Morfologicamente, podem apresentar-se
na forma de bastonete, espiral ou coco. Podem ser mdveis ou ndo, e no primeiro
caso locomovem-se por meio de flagelos. S3o cosmopolitas e encontradas em
sedimentos marinhos e de agua doce, esgotos e no trato digestivo de ruminantes
e insetos e, em geral, toleram temperaturas moderadas a altas. As arqueobactérias
haldfilas, em geral, sdo aerdbias obrigatdrias e podem utilizar diversas fontes
de carbono em seu metabolismo. Sua capacidade de sobreviver em ambientes
hipersalinos e alcalinos deve-se a presenca de lipidios de membrana Unicos entre
as bactérias, o que impede que suas membranas se rompam em ambientes com
altas concentracbes de sal. Apresentam grande variedade morfoldgica, podendo
apresentar formas triangulares, retangulares, formas de disco achatado ou de
calice, ou ainda na forma de bastonetes (MARGULIS; SCHWARTZ, 2001; VERMELHO,
2008).
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2.4.1 Filo Crenarchaeota

Neste filo sdo classificadas as arqueobactérias termoaciddfilas. Apesar de a
grande maioria ser hiperterméfila - vivem em ambientes quentes, como fontes
sulfurosas - alguns membros do filo sdo arqueobactérias que vivem em agua em
ponto de congelamento. Ocorrem geralmente em ambientes quentes, acidos, ricos
em enxofre e pobres em oxigénio. A espécie que sobrevive na temperatura mais alta
conhecida pertence ao género Pyrolobus, suportando temperaturas de até 113°C. Muitos
organismos deste grupo possuem paredes celulares reforcadas que resistem a acidos,
e por isso sobrevivem em ambientes com o pH inferior a 1. Apresentam morfologia
bastante variada, inclusive quando considerada uma Unica coldnia. Entretanto, pouco
se sabe sobre sua morfologia porque os microscopios ndo estdo preparados para o
estudo de organismos tdo exigentes - muitos deles ndo sobrevivem em temperaturas
inferiores a 55°C e pH superior a 3. S3o cosmopolitas e encontradas principalmente em
fontes geotérmicas, géiseres e fluidos de erupgGes vulcanicas nos oceanos (MARGULIS;
SCHWARTZ, 2001; VERMELHO, 2008).

2.4.2 Filo Proteobacteria

Proteobacteria é o maior filo da divisdo Gracilicutes, i.e., a divisdo que relne
as bactérias Gram-negativas, e inclui mais de 200 géneros. A delimita¢do do filo é
baseada principalmente em filogenia molecular da regido 16S do RNA ribossomal,
mas também com dados sobre morfologia e metabolismo. A filogenia molecular
também é utilizada para dividir o filo em seus quatro grupos, os quais sdo
denominados utilizando letras gregas: a (alfa), B (beta), y (gama) e & (delta). Estes
grupos, porém, ndo apresentam nenhuma sinapomorfia com base em morfologia ou
metabolismo (MARGULIS; SCHWARTZ, 2001). O filo Proteobacteria é extremamente
diverso, seja em numero de espécies, seja nas caracteristicas que estas apresentam.
Incluem bactérias aerdbias, anaerdbias facultativas e obrigatdrias; autotréficas
(fototroficas, quimiolitroficas e quimiorganotroficas) e heterotroéficas, saprdbias
ou predatdrias; bactérias de vida livre e parasitas; solitarias ou agregadas; méveis
(por deslizamento, espiraladas ou com flagelo polar) ou imdveis; vivem no solo
ou na agua. Algumas bactérias deste grupo reproduzem-se por brotamento, e
os brotos podem permanecer conectados formando uma estrutura que lembra
um micélio fungico. Neste grupo encontram-se bactérias muito importantes,
seja do ponto de vista ecoldgico (e.g., produtores primarios, decompositores e
fixadores de nitrogénio), econémico (e.g., producdo de vinagre, decomposicao de
alimentos e outros produtos) e médico (e.g., parasitas). Sdo exemplos de géneros
deste filo: Acetobacter, Agrobacterium, Azotobacter, Enterobacter, Escherichia,
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Flavobacterium, Myxococcus, Nitrobacter, Paracoccus, Pseudomonas, Rhizobium,
Rickettsia, Salmonella, Shigella, Spirillum, Streptobacillus, Vibrio, Xanthomonas,
Xenorhabditis (MARGULIS; SCHWARTZ, 2001; VERMELHO, 2008).

2.4.3 Filo Spirochaetae

Os membros do filo Spirochaetae, também conhecidos como espiroquetas e
leptospiras, sdo bactérias Gram-negativas de forma espiralada, o que as torna de
facil reconhecimento. Sua forma alongada, em forma de parafuso, e flexivel permite
que elas se movimentem de maneira agil em liquidos viscosos. Além disso, sdo
Unicas entre as bactérias moéveis por possuirem entre dois a mais de 200 flagelos
internos, também denominados de filamentos axiais ou endoflagelos, localizados
no espaco entre a membrana celular interna e a externa. Sdo organismos de
vida livre ou parasitas, encontrados principalmente em aguas marinhas e doces,
sedimentos lodosos profundos e tratos gastrintestinais de diversos animais. Os
géneros e espécies mais conhecidos, além de Spirochaeta, sdo aqueles que causam
doencas em seres humanos e outros vertebrados, por exemplo: Leptospira spp.
(causadores de leptospirose), Treponema pallidum (sifilis) e T. pertenue (bulba ou
bouba). Algumas leptospiras sdo dependentes de oxigénio gasoso, mas a maioria
das espiroquetas ndo tolera sequer pequenas concentracbes deste gas (MARGULIS;
SCHWARTZ, 2001; VERMELHO, 2008).

2.4.4 Filo Cyanobacteria

Este filo é um dos mais diversos de Eubacteria, e inclui milhares de formas
distintas. Até a década de 1980 as cianobactérias eram consideradas plantas por
muitos autores, e por isso eram denominadas de ciandfitas ou algas azul-esverdeadas.
De fato, a fisiologia da fotossintese das cianobactérias é bastante parecida com a das
plantas e das algas, e elas possuem tilacoides bastante similares aos dos cloroplastos.
Mas em diversos aspectos elas sdo muito diferentes, a comecar pelo fato de que as
cianobactérias sdo organismos procariéticos, e as algas e plantas, eucaridticos. A
fotossintese realizada pelas cianobactérias difere daquela realizada pelas bactérias
verdes e purpUreas. Elas possuem pigmentos diferentes, e as cianobactérias produzem
oxigénio durante a fotossintese, enquanto as demais bactérias ndo o fazem. Isso
faz das cianobactérias, juntamente com algas e plantas, importantes produtores
primarios e fornecedores de oxigénio para a atmosfera. Algumas cianobactérias
também s3o capazes de fixar nitrogénio. Varios membros deste grupo sdo importantes
componentes dos estromatoélitos, e entre cerca de 2,5 bilhdes e 600 milhes de
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anos atras elas dominaram a paisagem da Terra. As cianobactérias sdo divididas
em duas grandes classes com base em sua morfologia. A classe Coccogoneae inclui
cianobactérias esféricas ou em forma de cocos. Essas cianobactérias se reproduzem
por fissdo binaria ou formacdo de propagulos, que podem ser exdsporos ou baedcitos.
Coccogoneae inclui os géneros Chroococcus, Dermocarpa e Entophysalis. Na classe
Hormogoneae sdo classificadas as cianobactérias filamentosas. Elas podem ser
ramificadas ou ndo, e podem se reproduzir pela producdo de hormogonios (espécie
de fragmentos de filamentos). Sdo exemplos de géneros dessa classe Anabaena,
Nostoc, Oscillatoria e Stigonema. Mas nem todos os géneros do filo Cyanobacteria sdo,
na verdade, cianobactérias. Estudos de filogenia molecular levaram a inclusdo neste
filo de algumas bactérias verdes também conhecidas cloroxibactérias. Estas bactérias
também realizam fotossintese na presenca de oxigénio, mas possuem pigmentos
diferentes daqueles das cianobactérias. A diversidade conhecida das cloroxibactérias
também é muito inferior a das suas companheiras de filo (MARGULIS; SCHWARTZ, 2001;
RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2011).

2.4.5 Filo Saprospirae

O filo Saprospirae é delimitado com base em filogenia molecular e inclui
dois grupos distintos. O primeiro deles é composto por Bacterioides e outros
géneros aparentados e sdo caracterizados por serem fermentadores anaerdbios
obrigatérios. Esse grupo de bactérias é heterotréfico, utiliza compostos organicos
como fonte de carbono e é frequentemente encontrado nos tratos intestinais
de diversos animais, incluindo o homem. O segundo grupo é denominado de
flavobactérias, e inclui bactérias aerdbias que vivem em ambientes organicos ricos,
principalmente de origem vegetal, tanto no solo como na agua. Esse grupo, comum
neste filo, apresenta as bactérias em forma de bastonetes retos, longos e delgados
ou filamentos helicoidais, e muitas delas se movimentam por deslizamento
(MARGULIS; SCHWARTZ, 2001; VERMELHO, 2008).

2.4.6 Filo Chloroflexa

Os membros do filo Chloroflexa sdo também denominados de fotétrofas verdes
ndo sulfurosas ou bactérias verdes ndo sulfurosas. Anteriormente eram agrupadas
com as bactérias verdes sulfurosas (filo Chlorobia), mas dados de filogenia molecular
levaram a sua segregacdo. As bactérias de Chloroflexa sdo termdfilas e frequentemente
encontradas em fontes quentes (com temperatura entre 40 e 70°C), sdo filamentosas
e deslizantes, ndo utilizam enxofre em seu metabolismo fotossintético e vivem em

51



BIOTECNOLOGIA MICROBIANA AMBIENTAL

ambientes aerdbios, sendo essas as caracteristicas que as diferenciam das Chlorobia.
Apesar de serem autotréficas e utilizarem CO, na fotossintese, espécies de Chloroflexus
podem crescer heterotroficamente no escuro utilizando aglcares, aminoacidos e
outros acidos organicos para a obtencdo de carbono (MARGULIS; SCHWARTZ, 2001,
VERMELHO, 2008).

2.4.7 Filo Chlorobia

As bactérias do filo Chlorobia sdo organismos fot6trofos que utilizam na sua
fotossintese a luz visivel, CO, atmosférico como fonte de carbono e compostos
inorganicos como doadores de elétrons, principalmente sulfeto de hidrogénio (H.S)
e sulfeto de sédio (Na,S). Além disso, sdo anaerdbias, e por essas caracteristicas sdo
denominadas de bactérias anoxigénicas sulfurosas ou bactérias verdes sulfurosas.
Devido a essas exigéncias metabdlicas, as bactérias deste filo sdo cosmopolitas e
encontradas em lamas andxicas, como em partes escuras de praias e bordas de
oceanos, além de espumas e em grande parte dos calcarios. Como ndo toleram
a exposicdo ao oxigénio, costumam desenvolver-se em camadas abaixo de
cianobactérias e bactérias aerdbias heterotroficas. Os estromatdlitos vivos sdo
comunidades de diversos tipos de bactérias em camadas, dispostas segundo suas
necessidades (e.g., tolerancia, intolerdncia ou necessidade de oxigénio), e tém
como importante componente as Chlorobias. Neste filo sdo encontradas formas
como pequenos cocos, bastonetes e células elipsoides, esféricas ou filamentosas,
geralmente imdveis ou movendo-se por deslizamento (MARGULIS; SCHWARTZ,
2001; VERMELHO, 2008).

2.4.8 Filo Aphragmabacteria

O filo Aphragmabacteria inclui organismos conhecidos como micoplasmas. Estes
sdo caracterizados pela auséncia de parede celular e o tamanho reduzido, geralmente
inferior a 0,2 um (sdo os menores organismos com crescimento auténomo conhecido),
e podem apresentar formas irregulares, filamentos ou filamentos ramificados que
lembram pequenas hifas fingicas. Os micoplasmas possuem uma Unica membrana
celular simples e ornamentada, e, apesar de ndo possuirem parede celular, algumas
bactérias deste grupo podem apresentar materiais extramembranosos. Muitas espécies
sdo parasitas de mamiferos e aves, e outras sdo simbiontes que podem desenvolver
quadros benignos em individuos com imunidade baixa. As enfermidades mais comuns
relacionadas a estas bactérias sdo as pneumonias, e os géneros mais conhecidos sdo
Acholeplasma, Ehrlichia, Mycoplasma e Spiroplasma. Como nao possuem paredes
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celulares, os tratamentos com penicilina e outras drogas inibidoras de parede sdo
ineficazes (MARGULIS; SCHWARTZ, 2001). Este é o Unico filo da divisdo Tenericutes.

2.4.9 Filo Endospora

O filo Endospora pertence a divisdo Firmicutes, e compreende bactérias
Gram-positivas anaerdbias obrigatdrias e aerdbios facultativos ou obrigatérios.
Entretanto, pelo menos uma linhagem dentro desse filo, incluindo o género
Sporomusa, sdo Gram-negativas. Uma caracteristica comum a todos os membros do
filo é abaixa proporgdo de guanina e citosina no seu material genético. Sdo bactérias
heterotréficas, e alguns de seus membros estdo entre os poucos organismos
capazes de degradar lignina, juntamente com varias espécies de Basidiomycota
(Fungi), e também s3o comuns as espécies capazes de decompor celulose. Muitas
espécies produzem enddsporos, caracteristica que da nome ao filo. As formas
sdo bastante variadas, incluindo células esféricas, bacilos e filamentos. Algumas
apresentam mobilidade, mas os mecanismos que utilizam para mover-se ainda sao
desconhecidos. Apresentam grande importancia para o homem, seja em processos
industriais (e.g., fermentacdo do leite e producdo de acidos) ou como causadores
de infeccOes, principalmente de garganta. Alguns dos géneros mais conhecidos
sdao Bacillus, Heliobacterium, Lactobacillus, Leuconostoc, Sporolactobacillus e
Streptococcus (MARGULIS; SCHWARTZ, 2001; VERMELHO, 2008).

2.4.10 Filo Pirellulae

O filo Pirellulae inclui bactérias Gram-positivas com pelo menos dois grupos
diversos e sua delimitacdo ¢ sustentada por filogenia molecular. Um deles é formado
por Chlamydia, que apesar de lembrar superficialmente Rickettsia (Gram-negativas) sua
classificacdo em Endospora estda bem sustentada molecularmente. As Chlamydia sdo
simbiontes obrigatdrios de células animais e t€ém muita importancia para a medicina
por causarem doengas em humanos e em aves, incluindo o tracoma ou conjuntivite
granulomatosa. Apesar de serem positivas em colora¢do de Garm ndo apresentam
paredes celulares glicopetidicas convencionais, e por isso sdo interpretadas por muitos
bacteriologistas como ndao sendo nem Gram-positivas nem Gram-negativas. Entretanto,
estudos recentes mostraram que as Chlamydia e outros membros deste filo possuem
peptideoglicanos nas suas paredes celulares (JESKE et al., 2015). Outros géneros como
Pirellula e Planctomyces vivem em agua doce, sdo heterotréficos e se reproduzem
por brotos. Apresentam formas globulares ou piriformes (i.e., em forma de pera) com
longas hastes, o que da nome ao filo (MARGULIS; SCHWARTZ, 2001).
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2.4.11 Filo Actinobacteria

Este filo inclui as actinobactérias filamentosas, também conhecidas como
actinomicetos, e as bactérias corineformes, ambas as bactérias Gram-positivas.
As actinobactérias produzem filamentos multicelulares, denominados de
micélios. Apesar de terem sido tratados inicialmente como fungos, e por isso
eram denominadas de actinomiceos, as actinobactérias s3o tipicos procariotos,
e seu micélio se parece apenas superficialmente aos micélios formados por hifas
fungicas. Essas bactérias produzem propagulos de dorméncia nas extremidades
dos filamentos, denominados de actinosporos. As formas filamentosas sao fixas,
mas algumas espécies podem dividir-se em cocos que se movimentam por meio
de flagelos. Outras ainda podem formar bactérias unicelulares imdveis, separadas
dos filamentos. Sdo cosmopolitas, e desenvolvem-se no solo, na agua, ou ainda
em humanos, causando doengas. Alguns membros de Frankia sdo simbidticos com
plantas, formando nddulos onde fixam nitrogénio, em uma relagdo muito parecida
com a das bactérias do género Rhizobium (filo Proteobacteria). Sdo géneros
conhecidos de actinobactérias: Actinomyces, Actinoplanes, Dermatophilus, Frankia,
Mycobacterium, Mycococcus, Nocardia e Streptomyces (produtor de estreptomicina).
As bactérias corineformes sdo bacilos, as vezes muito alongados e em forma de
varetas retas ou curvadas. Em alguns géneros podem apresentar até 20 proje¢des
citoplasmaticas em forma de espinhas. Ambos os grupos que compdem este filo sdo
aerdbios encontrados no solo e/ou em matérias vegetais (MARGULIS; SCHWARTZ,
2001; VERMELHO, 2008).

2.4.12 Filo Deinococci

Os representantes do filo Deinococci sdo bactérias heterotrdficas, aerdbias,
e altamente resistentes. Espécies de Deinococcus sdo aerdbios facultativos ou
obrigatoérios, e possuem um eficiente mecanismo de reparacdo de DNA. Além disso,
sdo altamente resistentes a dissecacdo e a radiacdo ultravioleta. Algumas espécies
do género sdo encontradas em ambientes hipersalinos. O género Thermus, por outro
lado, inclui bactérias quimiotroficas termofilas que vivem em temperaturas entre 60 e
80°C. Representantes deste género sdo muito importantes na industria e na pesquisa
cientifica devido a producdo da enzima Taqg polimerase, que é usada na técnica da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (MARGULIS; SCHWARTZ, 2001; VERMELHO,
2008). Apesar de os membros de Deinococci terem divergido de um ancestral comum,
os mecanismos de resisténcia a condigGes adversas evoluiram de forma independente
em Deinococcus e Thermus (OMELCHENKO et al., 2005). Os membros deste filo possuem
uma parede celular bastante espessa, as vezes com diversas camadas, sendo que
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pelo menos uma delas é Gram-positiva, mas algumas camadas possuem estrutura
semelhante as paredes de bactérias Gram-negativas.

2.4.13 Filo Thermotogae

No filo Thermotogae sdo classificadas bactérias extremdfilas descritas
relativamente recente, e suas sequéncias de RNA ribossomal sdo muito diferentes das
demais bactérias conhecidas até o momento. Em alguns géneros, as células destas
bactérias possuem um envoltdrio, ou ‘toga’, o que da o nome ao filo. Apesar de serem
Gram-negativas, os peptideoglicanos que formam suas paredes sdo distintos dos
encontrados nas demais bactérias (BONIFACE et al., 2009). As bactérias deste filo sdo
hipertermofilas e, em geral, vivem em temperaturas entre 50 e 90°C, sendo que algumas
tém temperatura 6tima de crescimento entre 70 e 80°C. Sdo fermentadoras obrigatérias
e ndo toleram o oxigénio e vivem em fontes de gases quentes no fundo do mar, em
sedimentos marinhos quentes e em vulcSes. A presenca de bactérias extremofilas tanto
em Archaea como em Eubacteria pode ser explicada pela transferéncia horizontal de
genes, como foi elucidado para Thermotoga maritima (NELSON et al., 1999). Apesar
de poucas espécies deste grupo serem conhecidas até o momento, acredita-se que a
medida que novos ambientes extremos sejam explorados muitas outras espécies novas
possam ser encontradas.

2.5 Conclusoes

Neste capitulo destacamos a importancia da taxonomia classica e os avancos
recentes da taxonomia molecular baseada no sequenciamento do DNA. Aidentificacao
de fungos e bactérias, com o correto posicionamento das linhagens de interesse
biotecnoldgico em uma determinada classe, ordem, familia, género e espécie, sdo de
fundamental importancia para o correto desenvolvimento de um produto ou processo
de interesse da sociedade.
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CAPITULO |11

Diversidade microbiana: causas
e consequéncias - como acessa-las

Fernando Dini Andreote, Michele de Cassia Pereira e Silva

3.1Introducao

Biodiversidade é um termo muito utilizado e difundido em diversos meios de
comunicacgao, tanto académico quanto comercial. No entanto, a biodiversidade como
aclamada popularmente ndo contempla comumente a real variedade nas formas
de vida de nosso planeta. Em uma andlise comparativa, os sistemas biolégicos mais
diversos estdo contidos dentro de células microbianas, em organismos microscépicos,
comumente conhecidos por causarem danos ao desenvolvimento de animais e plantas.
Na verdade, a extensa maioria dos micro-organismos atua de forma essencial para a
manutencdo de nosso ecossistema (SPRENT, 2001), pela enorme biodiversidade que
compoe esta forma de vida.

A biodiversidade microbiana é distribuida dentre os trés dominios que agrupam
0s seres vivos. Os dois primeiros dominios, Bacteria e Archaea, sdo exclusivamente
compostos por grupos microbianos, sendo ainda observada a presenca de diversos
micro-organismos dentro do dominio Eukarya. Este é o maior indicativo de que a
real biodiversidade estd alocada em células de micro-organismos, onipresentes nos
mais distintos ambientes de nosso planeta, e responsaveis pelas mais diferenciadas
transformacdes biogeoquimicas que regem nossa biosfera (GRIFFITHS; PHILIPPOT,
2013).

Um fator que deriva desta estrutura organizacional da biodiversidade se
relacionada com as caracteristicas ambientais em que esta ocorre. Uma das mais
primitivas teorias ecoldgicas na area de microbiologia dizia que ‘tudo estd em todo
lugar, e 0 ambiente seleciona’, dita pelo professor holandés Lourens Gerhard Marinus
Baas Becking. Esta selecdo se baseia, portanto na estruturacdo da biodiversidade
encontrada nos diferentes ecossistemas, ou associadas a diferentes ambientes
ou hospedeiros. De maneira geral, ambientes mais homogéneos, com condicdes
ambientais mais especificas sdo ocupados por comunidades caracterizadas por menor
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biodiversidade, enquanto que ambientes altamente heterogéneos e/ou dinamicos
(com caracteristicas ambientais flutuantes no espaco e no tempo), sdo ocupados por
maior biodiversidade. Esta caracteristica é também observada na macroecologia.
Por exemplo, a mata Atlantica é um dos biomas de maior biodiversidade de plantas
e animais por sua ocorréncia em ampla area geografica, e em areas com grande
amplitude de condi¢des ambientais ao longo do ano. Em contrapartida, florestas de
regides temperadas sao menos biodiversas, principalmente devido e menor variacao
das condicGes ambientais, atrelada a ocorréncia de temperaturas limitantes para o
desenvolvimento de determinadas formas de vida.

Voltando a discussdo sobre a diversidade bioldgica microbiana, é importante
lembrar que a maior fracdo desta biodiversidade permaneceu desconhecida até
recentemente. Por caracteristicas intrinsecas a estes organismos, o acesso a esta
biodiversidadefoipormuitotempofatorlimitanteparasuamelhordescricaoeexploragao
biotecnoldgica. Sabe-se, hoje, que os métodos tradicionalmente utilizados em estudos
de microbiologia sdo extremamente limitantes para estudos de biodiversidade,
atuando de forma seletiva na obtencdo de colonias de células microbianas a partir
de amostras ambientais. Este problema é, em grande parte, solucionado quando se
acoplam a estes estudos estratégias denominadas de metodologias independentes de
cultivo (HUGENHOLTZ et al., 1998). Estes métodos utilizam biomoléculas para inferir
sobre a ocorréncia de grupos microbianos em diferentes ambientes, além de dar
base a constatacdes mais fiéis da estruturagdo destas comunidades, e do potencial
biotecnoldgico que estas hospedam.

Este capitulo apresentara estes temas, passando pelas causas e consequéncias
da biodiversidade microbiana, usando posteriormente a vida microbiana no solo
como exemplo, e sera finalizado com uma apresentacdo das diferentes metodologias
disponiveis para estudos da microbiologia ambiental.

3.2 Causas e consequéncias da diversidade microbiana

Ao contemplarmos o panorama inicialmente apresentado, algumas questGes
devem surgir como, por exemplo, as causas e as consequéncias da ocorréncia ou ndo
da biodiversidade nos mais diferentes ambientes.

Na busca de explanar sobre a primeira delas, pode-se primeiramente descrever
aspectos da especia¢do de grupos microbianos. Apesar deste processo ter as mesmas
bases que regem em plantas e animais (como muta¢do e recombinacdo), processos
mais especificos como a transferéncia horizontal de genes, sdo conhecidamente mais
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importantes em grupos microbianos do que nos demais organismos vivos. Alguns
estudos indicam que este processo foi dominante no inicio da diversificacdo da vida
(OCHMAN; LAWRENCE; GROISMAN, 2000), sendo apenas sobreposto por processos de
mutacdo e recombinacdo em organismos mais complexos, onde a informacdo genética
é mais protegida deste processo.

A consequéncia da biodiversidade esta relacionada a manutencdo dos processos
biolégicos nos mais diferentes ambientes. Considerando que a microbiologia
ambiental da base as diferentes transformacdes biogeoquimicas que sustentam os
diferentes sistemas, a variabilidade do ambiente requer a ocorréncia da biodiversidade
para sua manutencdo frente a variacdo ambiental. Esta afirmagdo se baseia na primeira
caracteristica relacionada a diversidade do ambiente, a redundancia funcional,
que permite ao sistema manter sua funcionalidade frente as variagdes ambientais
(LAWTON et al., 1996), sendo portanto a queda na redundancia funcional ligada a perda
de processos metabdlicos ambientais. Outra caracteristica atrelada a biodiversidade
¢ a versatilidade metabdlica ambiental, caracterizada como a capacidade de
desempenhar diversas transformacdes metabdlicas, o que fornece ao ambiente uma
grande capacidade de ciclagem de compostos.

Diversas sao as vertentes de estudo que utilizam este pilar para relacionar de
forma mais direta a ocorréncia da biodiversidade com os denominados servicos
ambientais, e sustenta¢do para o desenvolvimento de organismos maiores, descritos
como mais complexos, porém altamente dependentes de seus simbiontes.

3.3 Estudo de caso: A biodiversidade do solo

Parte essencial do sistema solo, os organismos que o habitam possuem funcdes de
grande importancia, desde aquelas mais amplamente conhecidas, como a degradacao
de compostos organicos e conseguinte ciclagem de nutrientes (MIRANSARI, 2013), as
fun¢Bes mais especificas, como a fixacdo bioldgica de nitrogénio (RAYMOND et al., 2004;
BALDANI et al., 1997), ou o auxilio as plantas na absorcdo de nutrientes (MIRANSARI,
2013).

No entanto, antes de comentar mais especificamente sobre estas fungoes, faz-se
necessario descrever os grupos de organismos que fazem parte da fragdo viva do solo,
uma vez que estes sao amplamente diversos (BRADY; WEIL, 2013), englobando desde
organismos procaridticos, como bactérias e arqueéias (que compreendem 02 dos 03
dominios da vida); e organismos eucaridticos, onde se destacam os fungos. Também
estdo presentes os insetos, os nematoides, os protozoarios, as algas, os oligoquetas
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(minhocas); e até mesmo os virus, que tém seu papel ainda muito pouco explorado
neste ambiente (BRADY; WEIL, 2013).

Os diferentes grupos de organismos sao por vezes estudados separadamente,
dando origem a grupos didaticamente distintos, como os que constituem a
denominadafaunadosolo (organismosmaiores),eamicrofaunadosolo(organismos
menores) (GILLER, 1997). Dentre as fun¢les atribuidas aos componentes da fauna
do solo se destacam a degradacdo inicial de componentes orgénicos (incorporagao
etrituracdo), e aatuagdo naestruturacao dos solos (GILLER, 1997),sendo a presenca
ou abundancia destes organismos também usados como indices de qualidade
do solo (BARTZ; PASINI; BROWN, 2013). Ja em relacdo aos organismos de menor
tamanho, as fun¢des s@ao mais numerosas, principalmente pela maior diversidade
metabdlica encontrada em bactérias, fungos e arqueias quando comparados aos
demais organismos componentes da biologia do solo. Esta maior diversidade
esta diretamente relacionada a variabilidade genética e metabdlica presente em
tais organismos, o que se deve a origem e a evolucdo dos mesmos, tornando-os o
componente principal do metabolismo do sistema solo.

Ainda dentro de linhas gerais, podem-se enumerar dois processos
microbianos tidos como os maiores exemplos do beneficio dos micro-organismos
no desenvolvimento vegetal: a fixacdo bioldgica do nitrogénio e as micorrizas
(RAYMOND et al., 2004). Essas interacoes sao amplamente estudadas, sendo que
muitos detalhes que regem estes tipos de simbioses estdo descritos na literatura.
No entanto, a diversidade microbiana presente nos solos é enorme e muitos outros
processos podem ocorrer em carater essencial na manutencdo deste sistema,
influenciando no desenvolvimento das plantas. Assim, o grande desafio reside
em descrever esses processos, e manipula-los de forma otimizada, obtendo maior
eficiéncia energética na producdo vegetal. A visdo de uma vasta diversidade
microbiana ¢ ainda recente, uma vez que esta foi apenas obtida com a utilizacdo
de métodos independentes de cultivo, os quais nos é permitido acessar e entender
com maior profundidade a complexidade bioldgica do sistema solo.

3.4 Causas e consequéncias da biodiversidade dos solos

A diversidade das formas de vida no solo é bastante vasta, sendo esta regida
pela grande heterogeneidade deste ambiente, que reflete na heterogeneidade
espacial de organismos de tamanho reduzido. Apesar de o solo ter aparéncia
homogénea, este ambiente é composto de uma grande diversidade de nichos,
sendo cada um deles compostos por uma distinta combinacao de fatores
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ambientais. Somada a esta heterogeneidade espacial, ocorre a heterogeneidade
temporal como, por exemplo, flutuagcdes na temperatura, que ocorrem em um
solo do cerrado ao longo de um dia, ou em um solo do pampa ao longo do ano. As
flutuagdes na temperatura acarretam alteragdes na atmosfera do solo e aos valores
de pH do mesmo, influenciando diretamente os grupos microbianos que compdem
as comunidades microbianas dos solos (FIERER et al., 2007). Com este cenario,
gera-se a condicdo ambiental perfeita para que, em longo prazo, mantenha-se
uma enorme diversidade de formas de vida nesses ambientes, sendo fra¢cdes desta
diversidade total beneficiados a cada milimetro e a cada minuto dentro do solo em
que se encontram.

A ocorréncia desta grande biodiversidade nos solos é de extrema importancia
para o seu funcionamento. Sabe-se que a fracdo viva do solo é essencial para a
funcionalidade dos mesmos. No entanto, o desempenho de fungdes similares em
solos distintos pode ser tanto realizado pelo mesmo grupo de organismos, ou por
organismos distintos, num processo altamente dependente da biodiversidade,
denominado de redundancia funcional. Se tomarmos como exemplo para este
termo um solo de ambiente natural, podemos sugerir que a alta biodiversidade
do solo supre a necessidade de todas as suas funcionalidades frente as varia¢des
ambientais caracteristicas do sistema. Isto se da pelo fato de que a cada
nova condicdo ambiental um dos componentes da biodiversidade é capaz de
desempenhar afuncdo desejada. Assim, mesmo que o ambiente mude, este sempre
encontrard uma fracdo da biodiversidade capaz de suprir o solo com a funcéo
desejada sob aquela condicdo especifica. No entanto, se este solo passa por um
processo de biodegradacdo, a redundancia funcional tende a decrescer, tornando
o sistema mais suscetivel a perdas de func¢Ges frente as variagbes ambientais. Um
exemplo deste processo estd no trabalho que mostrou que a remocéo da floresta
diminui a beta diversidade deste bioma (RODRIGUES et al., 2013), indicando a
homogeneiza¢do da microbiota em éreas de floresta convertidas para o uso como
pastagem. Este trabalho se complementa num outro do mesmo grupo que indica
a diminuicdo de funcgbes microbianas componentes do microbioma da area de
pastagem quando comparado a area de floresta (PAULA et al., 2014).

Emrelacdo adiversidade de vida nos solos agricolas, o principal foco de estudo
estd nacompreensdo da estruturagdo das comunidades de organismos do solo, e na
futura exploracdo deste recurso bioldgico natural e onipresente em todos os solos
utilizados para a produgdo vegetal no mundo. Pode-se sugerir que seja possivel,
ap6s um conhecimento aprofundado sobre a estrutura¢do das comunidades vivas
do solo, manipular o microbioma residente nestes solos de forma a explorar de
maneira otimizada este recurso na otimizacdo e sustentabilidade da producao
vegetal mundial.
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3.5 0 acesso a diversidade microbiana

Uma vez que a diversidade da vida no nosso planeta é enorme, e a adaptacdo
dos diferentes organismos se da em condi¢Oes distintas um dos outros, pode-se
imaginar que apenas uma minoria pode ser facilmente cultivada em condic¢oes
de laborat6rio (STALEY; KONOPKA, 1985). Se considerarmos uma placa de
cultivo na qual as condig¢Bes nutricionais e fisicas sdo constantes e homogéneas,
podemos facilmente observar a contradicdo em representar as comunidades
microbianas do solo por meio de col6nias obtidas em meios de cultivo. Estudos
recentes, focados na descri¢do de grupos bacterianos presentes no solo, porém
de dificil cultivo, tem revelado a estratégia evolutiva desses organismos, como a
organizacdo gendmica compacta, o que leva a maior eficiéncia na multiplicacdo
celular, porém ligada a grande dependéncia da interagdo com demais organismos
para completar seu ciclo vital (DINI-ANDREOTE et al., 2012). Assim, ndo apenas
as condicOes de cultivo, mas nossa visdo antrépica de obter os componentes das
comunidades microbianas dos solos de forma isolada dificulta o uso de métodos
dependentes de cultivo para o estudo e entendimento de forma mais robusta
dessas comunidades.

Neste sentido, a aplicacdo das técnicas denominadas de independentes de
cultivo, baseadas na deteccdo e andlise da diversidade de acidos nucleicos (i.e.
DNA ou RNA) em amostras ambientais, é fundamental nos estudos de diversidade
microbiana dos solos, permitindo uma analise mais fiel da estrutura das comunidades
acessadas. Dentro destas metodologias de andlise, existem alguns subgrupos, como
as analises baseadas em um gene (baseadas na amplificacdo do gene alvo por PCR),
ou analises que contemplam todos os genes de maneira conjunta (metagendmica e
metatranscriptémica). Estas analises passam atualmente por um intenso processo
de automatizacdo, o que é possivel pela evolucdo nas metodologias e na reducdo no
custo do sequenciamento de DNA. Isto faz com que seja possivel trabalhar com maior
numero de amostras, e acessar enorme quantidade de individuos em cada uma delas,
trazendo grande robustez as inferéncias realizadas.

3.6 Métodos independentes de cultivo para estudo da diversidade
microbiana

Como mencionado anteriormente, considerando que uma fragdo muito pequena
da comunidade microbiana pode ser cultivada, e entdo totalmente caracterizada e
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estudada, avancos nas técnicas quimicas e moleculares tém auxiliado enormemente o
estudo da diversidade microbiana.

3.7 Areagao em cadeia da polimerase (PCR)

A técnica de PCR, juntamente com o conhecimento de que se pudesse inferir
as relagdes filogenéticas entre os micro-organismos por meio de analise molecular
das sequencias, revolucionou o estudo da ecologia microbiana, permitindo sua
caracterizacdo de maneiraindependente de cultivo. Esta técnica, descrita por Saiki et al.
(1988), permite a amplificacdo seletiva de segmentos pequenos do genoma a partir de
quantidades muito pequenas de acidos nucleicos extraidos diretamente de amostras
ambientais, sendo geralmente o primeiro passo em muitas técnicas moleculares. Para
a amplificacdo sdo utilizados primers, ou sequéncias iniciadoras, complementares
aquelas encontradas nos locais especificos do genoma. Pela a¢do da enzima Taq DNA
polimerase (isolada do micro-organismo Thermus aquaticus), o fragmento de DNA é
extendido a partir das sequéncias iniciadoras. Uma reagdo de PCR consiste de uma
mistura de reagentes, a Taq DNA polimerase, os primers, deoxinucleosideo trifosfatos
livres (ANTPs: dATP, dGTP, dCTP e dTTP), ions magnésio e o DNA alvo.

A reacdo de PCR envolve basicamente trés passos: o DNA é inicialmente
desnaturado produzindo fitas simples, em seguida os primers se anelam as regides
complementaresno DNAalvo, efinalmente a cadeia é extendida a partir dos primers pela
adicdo de nucleotideos pela acdo da enzima DNA polimerase, resultando em produtos
de fita dupla. Este ciclo se repete por 25 a 35 vezes, aumentando exponencialmente
o fragmento de DNA de interesse. Para confirmacao da amplificacdao, o produto de
PCR do tamanho especifico pode ser analisado em gel de agarose e/ou sequenciado.
A especificidade da reacdo vai depender de alguns fatores como, por exemplo,
temperatura de anelamento dos primers (temperaturas maiores resultam em maior
especificidade da reacdo), e pode ser alterada por meio de técnicas como hot start
(D’AQUILA et al., 1991) ou touchdown, as quais reduzem o mal pareamento de bases
aumentando a especificidade.

3.8 Técnicas moleculares baseados na analise de perfis de DNA

O principio geral das técnicas que analisam perfis de DNA se baseia na separagdo
eletroforética de um produto de PCR, que pode ocorrer de algumas formas diferentes:
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(i) desnaturacdo diferencial do DNA dupla fita do produto de PCR (eletroforese em gel
de gradiente desnaturante - DGGE ou eletroforese em gel com gradiente de temperatura
- TGGE); (ii) localizacdo de sitios de digestdo por enzimas de restricdo (polimorfismo
de tamanho e composicao de bases de fragmentos terminais de restricdo - T-RFLP,
polimorfismo do tamanho de fragmentos de restricdo- RFLP, analise de restricdo do
DNA ribossomal amplificado - ARDRA); (iii) diferencas na mobilidade de DNA fita simples
em géis ndo desnaturantes (polimosrfismo conformacional de fita simples - SSCP) e
(iiii) polimorfismos ao longo do comprimento de um fragmento (heterogeneidade
de dimens&o de fragmentos da reacdo da polimerase em cadeia - LH-PCR ou andlise
automatizada do espaco intergénico ribossomal - Arisa).

3.9 Eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE)

A técnica de DGGE (eletroforese em gel de gradiente desnaturante (MUYZER et
al., 1993) foi, historicamente, a primeira a ser utilizada com sucesso em estudos de
diversidade e ecologia microbiana. Varias outras técnicas semelhantes surgiram em
seguida, como TGGE (eletroforese em gel com gradiente de temperatura) e T-RFLP
(polimorfismo de tamanho e composicdo de bases de fragmentos terminais de
restricdo), entre outras. Tanto DGGE como TGGE se baseiam na desnaturagao diferencial
de fragmentos de DNA ricos em GC, amplificados pela PCR permitindo determinar a
diversidade genética de comunidades microbianas naturais, e mostrar facilmente
alteracoes nas populagdes.

A técnica de DGGE é utilizada para a separacdo de fragmentos de DNA dupla
fita que sdo idénticos em tamanho, mas diferem nas suas sequéncias. Seu poder de
separacdo esta na estabilidade diferencial do pareamento GC comparado com o AT. A
mistura de fragmentos de DNA com diferentes sequéncias obtidas pela PCR é submetida
a eletroforese em gel de acrilamida contendo um gradiente de solugdo desnaturante
(a base de ureia e formamida). Dependendo da composicdo da sequéncia em termos
de contelido de GC, o fragmento ird se desnaturar produzindo fitas simples. Uma
vez que as fitas estejam totalmente separadas a velocidade de migracdo aumentara.
Para prevenir a total separacdo das fitas, é incorporado ao fragmento um pequeno
segmento altamente rico em GC (grampo de GC) durante a amplificacdo por PCR, de
aproximadamente 40 pares de bases. Assim, fragmentos com sequéncias diferentes
podem ser separados no gel de acrilamida (Figura 1). Em teoria, a andlise de DGGE
permite separar fragmentos com apenas um par de bases de diferenca. O TGGE,
variacdo do DGGE, utiliza um gradiente de temperatura para manter as concentracées
de ureia e formamida constantes.
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O DGGE tem sido utilizada para estudar a diversidade de bactérias e fungos nos
mais diversos ambientes, como solos de agricultura (GARBEVA et al., 2003), solos de
floresta (AGNELLI et al., 2004) e rizosfera (SMALLA et al., 2001), entre outros.
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Figura 1 - A medida que o fragmento se move pelo gradiente, ocorre desnaturac3o das fitas.
0 grampo de GC impede que o fragmento se desnature completamente, ja que fitas duplas e
simples se movem mais rapidamente no gel.

Fonte: Os autores.

3.10 Polimorfismo do Tamanho de Fragmentos de Restri¢cao (RFLP)
e ‘Polimorfismo do Tamanho’ do ‘Fragmento de Restri¢do’ Terminal
(T-RFLP)

O T-RFLP (polimorfismo do tamanho de fragmentos de restricdo terminal)
é outra técnica utilizada para analise de diversidade microbiana, e se baseia na
digestdo do DNA com enzimas de restri¢do, sendo em seguida submetido a corrida
eletroforética em gel de agarose ou gel de poliacrilamida ndo desnaturante, no
caso de analise de comunidades (LIU et al., 1997). A vantagem desta técnica sobre
versGes anteriores de RFLP ou Ardra é que, por organismo detectado, apenas os
fragmentos de restricao terminais (T-RFs) serdo detectados, resultando em perfis
mais robustos (OROS-SICHLER et al., 2007). Apenas um ou ambos os primers na
amplificagdo podem ser marcados com corante radioativo, na extremidade 5’ como,
por exemplo TET (4,7,2’,7’-tetracloro-6-carboxifluoreceina) ou 6-FAM (fosforamidita
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fluorocromo 5-carboxifluoresceina), permitindo a detec¢do apenas do fragmento
marcado. Apds a digestdo dos amplicons (fragmentos gerados pela PCR), ocorre
a separacdo eletroforética dos fragmentos em sequenciados automatizados que
obtém dados como tamanho dos T-RFs, em pares de bases, e sua abundancia
relativa.

Desta forma, o perfil de bandas é simplificado permitindo a analise de
comunidades complexas e obtendo informacdes sobre diversidade, pois cada
banda visivel representa uma ‘unidade taxonémica’ ou ribotipo, além de fornecer
dados como equidade e similaridade das amostras analisadas (LIU et al., 1997).
O T-RFLP tem sido utilizado para analisar comunidades bacterianas tanto em
escala espacial quanto temporal, acessando a diversidade microbiana na rizosfera
(HORZ et al., 2001), solo (DE ANGELIS et al., 2009) e até mesmo de protozoarios
presentes no rimen bovino decorrente de diferentes dietas (TYMENSEN; BARKLEY;
McALLISTER, 2012).

3.11 Polimorfismo Conformacional de Fita Simples (SSCP)

Esta técnica se assemelha ao DGGE, em que ocorre alteragdo na conformacio
da fita simples de DNA dependendo da sua sequéncia de nucleotideos. Geralmente,
uma molécula de fita dupla de DNA forma trés produtos detectaveis em condigOes
nao desnaturantes de eletroforese em gel de acrilamida (PAGE): duas formas de
cadeia simples e uma de cadeia dupla (OROS-SICHLER et al., 2007). Porém, como
a fita dupla de DNA ndo permanece desnaturado por toda a corrida, a técnica foi
otimizada acrescentando uma etapa de digestdo de uma das hélices provenientes
da amplificacdo com primer fosforilado no terminal 5’. Assim, é adicionado ao gel
um DNA de fita simples e, dessa forma, apds a corrida eletroforética dos fragmentos
de PCR, ocorre migra¢do diferencial de fragmentos com o mesmo tamanho, mas
estruturas secundarias diferentes. Este método foi desenvolvido para detectar
mutacdes e polimorfismos no DNA humano, sendo posteriormente utilizado
na microbiologia para identificar e diferenciar bactérias e fungos baseados na
amplificacdo do RNA ribossomal por PCR.

Na ecologia microbiana, SSCP foi usada pela primeira vez em 1996, na analise de
uma comunidade bacteriana artificial (LEE; ZO; KIM, 1996). Na anélise da diversidade
de comunidades bacterianas e flngicas do solo, esta analise tem se tornado uma
poderosa alternativa assim como em solos de floresta (BACHMAN et al., 2003), entre
outros (Figura 2).
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Figura 2 - Exemplo de analise de perfil de DNA obtido com SSCP. Neste estudo a comunidade
bacteriana da rizosfera de duas espécies de beterraba, uma selvagem B. vulgaris ssp.maritima
(WB) cultivada em seu habitat natural (CS) e uma moderna B. vulgaris ssp.vulgaris (SB) cultivada
em casa de vegetacgdo (PS). Os perfis sdo baseados na analise do gene 16S rRNA.

Fonte: Zachow et al. (2014).

3.12 Heterogeneidade de dimensao de fragmentos de PCR (LH-PCR)
e Analise Automatizada do Espaco Intergénico Ribossomal (Arisa)

Os dois métodos de analise de perfis de DNA que sdo baseados na detecgdo
de polimorfismo do tamanho do fragmento por emissdo de fluorescéncia de
diferentes genes sdo: LH-PCR, PCR de polimorfismo de tamanho e Arisa, analise de
sequéncias ribossomais intergénicas (IGS). Nestes métodos a regido espacadora
intergénica entre as subunidades 16S e 23S é amplificada por PCR, desnaturada
e separada em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (KIRK et al.,
2004). Arisa é um método considerado de alto poder de discriminacdo, pois as
regides intergénicas (IGS) evoluem mais rapidamente do que regides entre as
subunidades pequena (SSU) e grande (LSU) do gene ribossomal, sendo bastante
atil na diferenciacdo entre linhagens bacterianas e espécies proximas. Ambos
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os métodos possibilitam acessar a abundancia e o tamanho dos amplicons por
meio da fluorescéncia emitida pelos primers marcados, e pela comparagdo com
marcadores.

Estes também sdo métodos bastante utilizados no estudo da diversidade de
diferentes ambientes. Por exemplo, ambientes contaminados com uranio foram
investigados por Arisa mostrando que estes sdo dominados por Acidithiobacillus
ferrooxidans e por varias espécies de Pseudomonas (SELENSKA-POBELL et al.,
2001).

3.13 Métodos de hibridizacdo - FISH - hibridiza¢do ‘in situ’de
fluorescéncia

Esta técnica permite medidas in situ, por meio da hibridizacdo com sondas
filogenéticas, ou seja, por meio da formacgdo de um hibrido estavel entre uma sequéncia
alvo desnaturada e uma sonda de fita simples de DNA ou RNA complementar. E um
método histoquimico que permite a visualizacdo, identificacdo, enumeragdo e
localizacdo simultanea de micro-organismos ‘in situ’, sem a necessidade de cultivo
de células (NEVES; GUEDES, 2012). Permite também que sequéncias de DNA sejam
examinadas no interior de células sem alterar sua morfologia ou integridade de seus
compartimentos.

O processo mais utilizado, por ser mais rapido e de facil execu¢do, é amarcacdo
direta (Figura 3), em que um ou mais fluorocromos sdo diretamente unidos as
sondas que se ligam nas regides 5’ ou 3’ do alvo. A FISH tem quatro procedimentos
basicos: 1) fixagdo e permeabilizagdo da amostra, 2) hibridizacdo, 3) lavagem para
remocdo das sondas em excesso e 4) deteccao pela microscopia fluorescente.
O alvo da maioria das aplicacbes da FISH é o RNA ribossomal, pois este além de
estar presente em todas as células vivas (AMANN; FUCHS, 2008), é suficientemente
conservado para se inferir relacdes filogenéticas. Além disso, como cada célula
contém varios ribossomos, o sinal é naturalmente amplificado, podendo atingir um
numero de 100.000 copias por célula.

AtécnicadeFISH podeseraplicadanas mais diversas areas, como mapeamento
genético, gendmica comparativa (SCHLEPER; JURGENS; JONUSCHEIT, 2005),
biologia evolutiva (PEREZ et al., 2012) e ecologia microbiana (COMPANT et al.,
2013), entre outras, podendo ser utilizada na deteccdo de micro-organismos em
ambientes complexos. Um dos maiores desafios da utilizacao de FISH em amostras
ambientais é a construgdo e aplicagdo de novas sondas em um grupo desconhecido
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de micro-organismos. Este procedimento faz da técnica de FISH uma das mais
promissoras e poderosas da biologia molecular.
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Figura 3 - Desenho esquematico das principais etapas da hibridizagdo ‘in situ’ (FISH).

Fonte: Os autores.

3.14 Microarranjos de DNA

A tecnologia de microarranjos de DNA representa um dos Ultimos avangos
na biologia molecular, na deteccdo e identificacdo de espécies, e para acessar a
diversidade microbiana. Os microarranjos, ou chips de DNA, sdo ldminas sdlidas,
nas quais fragmentos de DNA fita simples, denominados de sondas, sdo depositados
e imobilizados de forma ordenada e em areas especificas, denominados spots. O
principio da técnica baseia-se na hibridizacdo por complementaridade das moléculas
de acidos nucleicos com sondas depositadas na ldmina. Esta ferramenta representa
grandes vantagens, pois em um Unico arranjo, milhares de oligonucleotideos diferentes
podem ser fixados num mesmo microchip, permitindo que milhares de genes sejam
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simultaneamente acessados. Os microarranjos podem conter tanto genes especificos
como, por exemplo, os que codificam as proteinas ammonia monoxigenase, ou
nitrogenase, obtendo assim informagdes sobre a diversidade funcional, ou podem
conter padrBes de amostras ambientais que representem as diferentes espécies
encontradas nestas amostras (GREENE; VOORDOUW, 2003).

O denominado phylochip, contendo 132 genes ribossémicos 16S marcados
especificos para todas as linhagens conhecidas de procariotos redutores de sulfato
foi desenvolvido e testado (LOY et al., 2002), e aplicado com sucesso em amostras
ambientais e clinicas. Outra tecnologia baseada em microarranjos de DNA é o Geochip
(HEetal.,2007),desenvolvido paradetectar, caracterizar e quantificar micro-organismos
em amostras ambientais. A Ultima geracdo do Geochip contém aproximadamente
28.000 sondas, cobrindo 57.000 genes e 292 fun¢des relacionadas aos ciclos de carbono,
nitrogénio, fosforo e enxofre, metabolismo energético, resisténcia a antibidticos e
metais e degradagdo de contaminantes organicos.

3.15 Sequenciamento de Acidos Nucleicos Clonagem/Sequenciamento

O sequenciamento de amostras ambientais complexas como solo, agua,
sedimentos, fezes e trato gastrintestinal tem se tornado uma importante ferramenta
para se entender a biodiversidade e suas relagdes ecoldgicas. Dentre as primeiras
técnicas de sequenciamento, o denominado sequenciamento de Sanger imperou
absoluto na ciéncia gendmica ao longo dos 30 anos que se seguiram a sua publicacdo
original. Esta técnica é baseada na incorporacdo de desoxinucleotideos (dNTPs) e de
didesoxinucleotideos (ddNTPs) a uma cadeia de DNA crescente, tendo como molde
o DNA de interesse. O sequenciamento, juntamente com a PCR e clonagem, é um
dos métodos utilizados para explorar a diversidade de comunidades naturais. Na
clonagem, fragmentos de PCR sdo inseridos em um vetor de clonagem (geralmente um
plasmideo), gerando um plasmideo recombinante. Células de E. coli competentes sdo
transformadas com esse plasmideo recombinante e suas células sdo plaqueadas em
meio seletivo para a identificagdo dos clones positivos, ou seja, aquelas que possuem o
fragmento de interesse. Esses fragmentos podem entdo ser rapidamente sequenciados.

3.16 Sequenciamento de nova geragao

Apesar do sequenciamento convencional de Sanger ter se mostrado
mais eficiente no desenvolvimento de bibliotecas de clones, para a analise
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de amostras ambientais complexas havia a necessidade de se ler multiplas
sequencias alvo de DNA, em paralelo. Dessa forma, novas estratégias comegaram
a ser desenvolvidas para a producdo de sequéncias gendmicas de forma ainda
mais massiva, mais rapida e mais barata do que utilizando os sequenciadores
de eletroforese capilar baseados em didesoxinucleotideos fluorescentes. Assim,
comegaram a ser comercializadas, em 2005, as denominadas tecnologias de
sequenciamento de nova geragdo, as quais prometiam o sequenciamento de DNA
em plataformas capazes de gerar informacdo sobre milhdes de pares de bases
em uma Unica corrida, sem a necessidade de se produzir bibliotecas de clones
para sequenciar o DNA. Apesar de as plataformas existentes utilizarem uma
diversa gama de ferramentas quimicas e de incorporacdo e deteccdo de bases,
dois passos sdao comuns: fragmentagao e preparagao da biblioteca e detecgdo
dos nucleotideos incorporados (ZHANG et al., 2011). Estas tecnologias podem ser
classificadas em dois grupos. Em um ha a necessidade de se produzir amplicons
por PCR, por exemplo, Roche 454 (Roche), HiSeq2000 (Illumina), AB Solid Systems
(Life Technologies). O outro grupo de plataformas inclui aquelas onde ndo ha
necessidade de amplicacdo para o sequenciamento, como HeliScope (Helicos
BioScience) e PacBio (Pacific BioSciences).

AsaplicacdesdaNGSsaoilimitadas,incluindo, porexemplo, sequenciamento
de genomas, sequenciamento de cDNA (RNA seq) e metagenoma. No
metagenoma, o material sequenciado é extraido diretamente do ambiente
(shotgun metagenoma) (Figura 4). Todo o DNA extraido da amostra é fragmentado
e sequenciado. A andlise busca tentar identificar, além da diversidade de
genomas, novos genes. Estas técnicas tém mostrado a enorme diversidade e
heterogeneidade de ambientes naturais. Para isso, o sequenciamento do gene 16S
rRNA é considerado o método mais poderoso para a exploragdo da diversidade
microbiana (MUYZER, 1999), tanto em amostras naturais quanto artificiais. A
diversidade e a funcionalidade da microbiota de solos (CAPORASO et al., 2011),
do trato gastrintestinal (ZOETENDAL,; RAJILIC-STOJANOVIC; DE VOS, 2008), do
microbioma da pele humana (FOULONGNE et al., 2012) e anticorpos de peixes
(WEINSTEIN et al., 2009) tém sido avaliadas com estas técnicas.
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Fonte: Os autores.
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3.17 Conclusoes

Os micro-organismos compdem o grupo de organismos mais abundantes
do planeta, cuja presenca é essencial para o bom funcionamento e equilibrio dos
ecossistemas. O avanco das tecnologias de biologia molecular aplicada a estudos de
diversidade tem permitido seu acesso mais abrangente e a melhor compreensao das
interacdes das comunidades microbianas nos diferentes ambientes. Sabe-se que a
diversidade genética e metabdlica da microbiota do solo é enorme, representando fonte
expressiva de recursos genéticos para avancos biotecnoldgicos, como antibiéticos,
produtos quimicos e polimeros com aplicagdo tecnoldgica. Assim, uma ampla
caracterizacdo da microbiota cultivavel e ndo cultivavel do solo é de fundamental
importancia para o desenvolvimento da biotecnologia.

Referéncias

AGNELLI, A. et al. Distribution of microbial communities in a forest soil profile
investigated by microbial biomass, soil respiration and DGGE of total and
extracellular DNA. Soil Biology and Biochemistry, Elmsford, v. 36, no. 5, p. 859-
868, 2004.

AMANN, R.; FUCHS, B. Single-cell identification by improved FISH. Nature Reviews
Microbiology, London, v. 6, no. 5, p. 339-348, 2008.

BACHMANN, J. et al. Extended methodology for determining wetting properties of
porous media. Water Resources Research, Washington, D.C., v. 39, no. 12, 2003. doi:
10.1029/2003WR002143.

BALDANI, J. et al. Recent advances in BNF with non-legume plants. Soil Biology and
Biochemistry, Elmsford, v. 29, no. 5, p. 911-922, 1997.

BARTZ, M. L. C.; PASINI, A.; BROWN, G. G. Earthworms as soil quality indicators in
Brazilian no-tillage systems. Applied Soil Ecology, Amsterdam, v. 69, p. 39-48, 2013.

BRADY, N.; WEIL, R. Elementos da natureza e propriedades dos solos. 3. ed. Porto
Alegre: Artmed, 2013.

7



BIOTECNOLOGIA MICROBIANA AMBIENTAL

CAPORASO, J. G. et al. Global patterns of 16S rRNA diversity at a depth of millions
of sequences per sample. Proceedings of the National Academy of Sciences,
Washington, D.C., v. 108, no. 1, p. 4516-4522,2011.

COMPANT, S. et al. Visualization of niches of colonization of Firmicutes with Bacillus
spp. in the Rhizosphere, Rhizoplane, and Endorhiza of grapevine plants at flowering
stage of development by fish microscopy. In: BRUIJN, F. J. (Ed.). Molecular microbial
ecology of the rhizosphere. Hoboken: John Wiley, 2013. v. 1-2.

D’AQUILA, R. et al. Maximizing sensitivity and specificity of PCR by pre-amplification
heating. Nucleic Acids Research, London, v. 19, no. 13, p. 3749, 1991.

DE ANGELIS, K. et al. Selective progressive response of soil microbial community to
wild oat roots. The ISME Journal, London, v. 3, no. 2, p. 168-178, 2009.

DINI-ANDREOTE, F. et al. Bacterial genomes: habitat specificity and uncharted
organisms. Microbial Ecology, New York, v. 64, no. 1, p. 1-7,2012.

FIERER, N. et al. Toward an ecological classification of soil bacteria. Ecology, Brooklyn,
v. 88, no. 6, p. 1354-1364, 2007.

FOULONGNE, V. et al. Human skin microbiota: high diversity of DNA viruses identified
on the human skin by high throughput sequencing. PloS one, San Francisco, v. 7, no.
6,e38499, 2012.

GARBEVA, P.; VAN VEEN, J. A.; VAN ELSAS, J. D. Predominant Bacillus spp. in
agricultural soil under different management regimes detected via PCR-DGGE.
Microbial Ecology, New York, v. 45, no. 3, p. 302-316, 2003.

GILLER, P. The diversity of soil communities, the ‘poor man’s tropical rainforest’.
Biodiversity and Conservation, London, v. 52, no. 2, p. 135-168, 1997.

GREENE, E. A.; VOORDOUW, G. Analysis of environmental microbial communities by
reverse sample genome probing. Journal of Microbiological Methods, Amsterdam, v.
53, no. 2, p.211-219, 2003.

GRIFFITHS, B.; PHILIPPOT, L. Insights into the resistance and resilience of the soil
microbial community. FEMS Microbiology Reviews, Amsterdam, v. 37, no. 2, p. 112-
129, 2013.

78



Il DIVERSIDADE MICROBIANA

HE, Z. et al. GeoChip: a comprehensive microarray for investigating biogeochemical,
ecological and environmental processes. The ISME Journal, London, v. 1, no. 1, p.
67-77,2007.

HORZ, H. P. et al. Detection of methanotroph diversity on roots of submerged rice
plants by molecular retrieval ofpmoA, mmoX, mxaF, and 16S rRNA and ribosomal DNA,
including pmoA-based terminal restriction fragment length polymorphism profiling.
Applied and Environmental Microbiology, Washington, D.C., v. 67, no. 9, p. 4177-
4185, 2001.

HUGENHOLTZ, P. et al. Impact of culture independent studies on the emerging
phylogenetic view of bacterial diversity. Journal of Bacteriology, Washington, D.C., v.
180, no. 18, p. 4765-4774, 1998.

KIRK, J. et al. Methods of studying soil microbial diversity. Journal of Microbiological
Methods, Amsterdam, v. 58, no. 2, p. 169-188, 2004.

LAWTON, J. et al. Carbon flux and diversity of nematodes and termites in Cameroon
forest soils. Biodiversity and Conservation, London, v. 5, no. 2, p. 261-273, 1996.

LEE, D. H.; Z0O, Y. G.; KIM, S. J. Nonradioactive method to study genetic profiles of
natural bacterial communities by PCR single-strand-conformation polymorphism.
Applied and Environmental Microbiology, Washington, D.C., v. 62, no. 9, p. 3112-
3120, 1996.

LIU, W. T. et al. Characterization of microbial diversity by determining terminal
restriction fragment length polymorphisms of genes encoding 16S rRNA. Applied and
Environmental Microbiology, Washington, D.C., v. 63, no. 11, p. 4516-4522, 1997.

LOY, A. et al. Oligonucleotide microarray for 16S rRNA gene-based detection of all
recognized lineages of sulfate-reducing prokaryotes in the environment. Applied and
Environmental Microbiology, Washington, D.C., v. 68, no. 10, p. 5064-5081, 2002.

MIRANSARI, M. Soil microbes and the availability of soil nutrients. Acta Physiologiae
Plantarum, Warszawa, v. 35, no. 11, p. 3075-3084, 2013.

MUYZER, G. et al. Profiling of complex microbial populations by denaturing gradient
gel electrophoresis analysis of polymerase chain reaction-amplified genes coding for
16S rRNA. Applied and Environmental Microbiology, Washington, D.C., v. 59, no. 3, p.
695-700, 1993.

79



BIOTECNOLOGIA MICROBIANA AMBIENTAL

MUYZER, G. DGGE/TGGE a method for identifying genes from natural ecosystems.
Current Opinion in Microbiology, London, v. 2, no. 3, p. 317-322, 1999.

NEVES, S. M. N.; GUEDES, R. M. C. Hibridizagdo in situ fluorescente: principios basicos
e perspectivas para o diagnostico de doencas infecciosas em medicina veterinaria.
Arquivos do Instituto Biolégico, S3o Paulo, v. 79, no. 4, p. 627-632, 2012.

OCHMAN, H.; LAWRENCE, J. G.; GROISMAN, E. A. Lateral gene transfer and the nature of
bacterial innovation. Nature, London, v. 405, no. 6784, p. 299-304, 2000.

OROS-SICHLER, M. et al. Molecular fingerprinting techniques to analyze soil microbial
communities. In: VAN ELSAS. J. D.; JANSSON, J. K.; TREVORS, J. T. (Ed.). Modern soil
microbiology. London: CRC Press, 2007. p. 355-386.

PAULA, F. S. et al. Land use change alters functional gene diversity, composition and
abundance in Amazon forest soil microbial communities. Molecular Ecology, Oxford,
V.23, n0.12, p. 2988-2999, 2014.

PEREZ, M. C. et al. Evolution of bacterial community in a full-scale biotrickling filter by
Fluorescence in Situ Hybridization (FISH). Procedia Engineering, Amsterdam, v. 42, p.
666-671,2012.

RAYMOND, J. et al. The natural history of nitrogen fixation. Molecular Biology and
Evolution, Chicago, v. 21, no. 3, p. 541-554, 2004.

RODRIGUES, J. et al. Conversion of the Amazon rainforest to agriculture results in
biotic homogenization of soil bacterial communities. Proceedings of the National
Academy of Science of United States of America, Washington, D.C.,v. 110, nO. 3, p.
988-993, 2013.

SAIKI, R. et al. Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a thermostable
DNA polymerase. Science, New York, v. 239, no. 4839, p. 487-491, 1988.

SCHLEPER, C.; JURGENS, G.; JONUSCHEIT, M. Genomic studies of uncultivated
archaea. Nature Reviews Microbiology, London, v. 3, no. 6, p. 479-488, 2005.

SELENSKA-POBELL, S. et al. Bacterial diversity in soil samples from two uranium
waste piles as determined by rep-APD, RISA and 16S rDNA retrieval. Antonie van
Leeuwenhoek, Wageningen, v. 79, no. 2, p. 149-161, 2001.

80



Il DIVERSIDADE MICROBIANA

SMALLA, K. et al. Bulk and rhizosphere soil bacterial communities studied by
denaturing gradient gel electrophoresis: plant-dependent enrichment and seasonal
shifts revealed. Applied and Environmental Microbiology, Washington, D.C., v. 67,
no.10, p. 4742-4751, 2001.

STALEY, J.; KONOPKA, A. Measurement of in situ activities of non-photosynthetic
microorganisms in aquatic and terrestrial habitats. Annual Review of Microbiology,
Palo Alto, v. 39, no. 1, p. 321-346, 1985.

SPRENT, J. Nodulation in legumes. London: Royal Botanic Gardens, 2001.

TYMENSEN, L.; BARKLEY, C.; McALLISTER, T. Relative diversity and community
structure analysis of rumen protozoa according to T-RFLP and microscopic methods.
Journal of Microbiological Methods, Amsterdam, v. 88, no. 1, p. 1-6, 2012.

WEINSTEIN, J. et al. High-throughput sequencing of the zebrafish antibody repertoire.
Science, New York, v. 324, no. 5928, p. 807-810, 2009.

ZACHOW, C. et al. Differences between the rhizosphere microbiome of Beta vulgaris
ssp. maritima—ancestor of all beet crops—and modern sugar beets. Disponivel em:
<http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2014.00415/full>. Acesso em: 10
dez. 2014.

ZHANG, J. et al. The impact of next-generation sequencing on genomics. Journal of
Genetics and Genomics, China, v. 38, no. 3, p. 95-109, 2011.

ZOETENDAL, E.; RAJILIC-STOJANOVIC, M.; DE VOS, W. High-throughput diversity and

functionality analysis of the gastrointestinal tract microbiota. Gut, London, v. 57, no.
11, p. 1605-1615, 2008.

81






CAPITULO 1V

Controle biologico e simbiotico de insetos-
pragas e doencas por micro-organismos
endofiticos

Paulo Teixeira Lacava, Itamar Soares de Melo, José Odair Pereira

4.1 Introdugao

Micro-organismos endofiticos sdo aqueles que colonizam o interior das plantas,
sendo encontrados em drgdos e tecidos vegetais sadios como folhas, ramos e raizes,
sem produzir estruturas externas visiveis (HALLMANN et al., 1997). Essa comunidade
endofitica é constituida principalmente por fungos e bactérias, e ao contrario dos
micro-organismos fitopatogénicos, ndo causa prejuizos a planta hospedeira. Mendes
e Azevedo (2007) propuseram a redefinicdo do termo micro-organismo endofitico,
considerando a definicdo anterior, e, adicionalmente, dividindo os enddéfitos em
dois tipos: Tipo |, os que ndo produzem estruturas externas a planta; e Tipo Il, os que
produzem estruturas externas a planta. Dessa forma, sdo incluidos, por defini¢do, os
fungos micorrizicos, bactérias simbidticas nodulantes no Tipo Il e excluidos os micro-
organismos epifiticos e patogénicos.

Aproximadamente 300.000 espécies vegetais existem no planeta Terra e cada
planta, individualmente, é hospedeira de um ou mais enddfitos. Entretanto, apenas
uma pequena parcela dessas plantas tem sido estudada com relacdo a sua microbiota
endofitica. Consequentemente, a oportunidade de encontrar um novo e benéfico
micro-organismo endofitico entre a diversidade de plantas existentes nos diferentes
ecossistemas terrestres é consideravel. Com o acimulo de informacdes a respeito da
interagdo planta-enddfitos, tem sido dada uma ateng&o especial ao estudo de micro-
organismos endofiticos como agentes de controle bioldgico de inimeros insetos-
pragas e doencas (AZEVEDO et al., 2000).

Os enddfitos, da mesma forma que os fitopatdgenos, apresentam a capacidade
de penetrar na planta e se disseminar sistemicamente no hospedeiro, habitando de
forma ativa o apoplasto, vasos condutores e ocasionalmente pode haver coloniza¢do
intracelular. Dessa forma, os micro-organismos endofiticos colonizam um nicho
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ecoldgico semelhante aquele ocupado por fitopatdgenos, o que permite seu uso como
agentes de controle biolégico de doencas de plantas. Esse controle bioldgico pode
ocorrer principalmente pela atuacdo direta sobre o fitopatégeno no interior da planta
hospedeira, por antagonismo, e/ou por competicdo por nutrientes (HALLMANN et
al.,1997).

A colonizacdo sistémica das plantas pelos endéfitos também pode alterar
as condicdes fisiolégicas e morfolégicas do hospedeiro. Além disso, o estudo
de substancias produzidas pelos micro-organismos endofiticos e seu potencial
de antagonismo sdo importantes ndo somente para o entendimento de papel
ecoldgico e de relagdes interespecificas, mas também para viabilizar a aplicacdo
desses organismos no controle biolégico de fitopatégenos ou mesmo o isolamento
de compostos de importancia agricola e biotecnoldgica (LACAVA; AZEVEDO, 2013).

O controle bioldgico de insetos-pragas e doencas de culturas agricolas de
interesse pode ser realizado de forma indireta. Nesta estratégia, o endéfito ndo atua
diretamente sobre o patdgeno ou inseto, masinduz uma resposta na planta que leva
auma resisténcia sistémica. Estudos tém mostrado que a aplicacdo de rizobactérias
em sementes ou na raiz pode induzir resisténcia a multiplos patégenos dos tecidos
foliares como virus, fungos e bactérias. Em tomate, a aplicacdo da rizobactéria
promotora de crescimento Pseudomonas sp. (linhagem PsJN) induziu resisténcia
sistémica a Verticillium dahliae. Os resultados desses estudos indicaram que a
colonizagdo endofitica da planta pela rizobactéria foi necessaria para a inducdo de
resposta contra o fitopatégeno (SHARMA et al., 1998).

A inducdo da resisténcia sistémica estd associada a alteracdes bioquimicas e
estruturais na planta hospedeira. Estas alteracdes podem afetar adversamente o
estabelecimento, crescimento e o desenvolvimento do fitopatégeno (SHARMA et al.,
1998).

Estudos pioneiros nos anos 80 do século passado mostraram que a presenca
de fungos endofiticos podia reduzir o ataque de insetos a planta hospedeira.
Posteriormente, verificou-se que esta reducdo da herbivoria no hospedeiro ocorria
pela producdo de compostos que reduzem a atratividade da planta, aumento da
susceptibilidade do inseto a doengas ou inibindo o seu desenvolvimento. Estes
estudos foram realizados principalmente em gramineas dos géneros Lolium e
Festuca em associacdo com o fungo Neotyphodium. Este fungo endofitico apresenta
a capacidade de diminuir a incidéncia de insetos de diferentes ordens como afidios,
colebpteros, hemipteros e lepidépteros (AZEVEDO et al., 2000).

InGmeros fungos endofiticos produzem alcaloides quando em associagdo com
o hospedeiro. Estes alcaloides podem apresentar atividade inseticida e nematicida,
protegendo a planta desses herbivoros. Em alguns casos o controle de pragas por
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fungos endofiticos é indireto, pois o metabdlito produzido pelo fungo retarda o
desenvolvimento da larva, e esse aumento do tempo de desenvolvimento leva
o inseto a morte. Assim, a morte da larva ocorre, como observado em carvalho,
quando o inseto é eliminado juntamente com as folhas velhas do hospedeiro. E
importante salientar também que fatores ambientais podem estar envolvidos,
pois foi verificado que em baixos niveis de nutrientes para a planta, o endéfito
Neothyphodium coenophialum torna o hospedeiro resistente a larvas de Spodoptera
frugiperda. Entretanto, quando o nivel de nutriente é elevado n3o foi verificada
significativa reducdo da herbivoria. Esses resultados mostram que a interacdo
entre esse enddfito e a planta é dependente das condi¢des ambientais, podendo
ser benéfica ou simplesmente neutra para a planta hospedeira. Nesse exemplo,
a planta mantém o endéfito para que potencialmente, no futuro, ela tenha maior
capacidade de evitar a herbivoria comparada com outras plantas desprovidas do
endofito.

A interacdo entre esses organismos é tdo complexa que em alguns casos,
um inseto pode reconhecer a regido da planta infectada pelo enddfito, evitando
essa regido e os efeitos do micro-organismo endofitico. HA também casos em
que o endodfito atua sobre outro fungo aumentando ou reduzindo a capacidade
infectiva do mesmo sobre o inseto. Dessa forma, a utilizagdo pratica destes micro-
organismos endofiticos no controle bioldgico de insetos-pragas e fitopatégenos
dependedeinimeros fatores relacionados a interacdo planta-patdégenos-enddfitos,
pois, a competicao existente entre os micro-organismos nesse habitat pode reduzir
a eficiéncia do controle, inviabilizando a sua utilizagdo. Na maioria dos casos, o
controle bioldgico que ocorre naturalmente é devido a uma mistura de micro-
organismos antagonicos, sendo, portanto, muito importante avaliar a interacdo de
diferentes micro-organismos para o controle de fitopatdgenos.

4.2 Controle biolégico de doencas de plantas por bactérias
endofiticas antagonistas

Estudos indicam que o controle bioldgico de doencas de plantas pode ocorrer
utilizando bactérias antagonistas ao agente causal e, diferentes espécies bacterianas
tais como Alcaligenes spp., Bacillus megaterium, B. pumilus, B. subtilis, Clavibacter
michiganensis, Curtobacterium spp., Flavobacterium spp., Kluyvera spp., Microbacterium
spp., Pseudomonas alcaligenes, Pfluorescens e P. putida tém sido reportadas como
enddfitos com atividade inibitéria, por antagonismos, a fitopatdgenos (AZEVEDO et al.,
2000).
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Ramesh,JoshieGhanekar(2009)témsugeridoqueafamiliaPseudomonadaceae;
que compreende o género Pseudomonas spp. sdo as principais bactérias com
potencial para supressao, por antagonismo, de Rhizoctonia solanacearum na
cultura de berinjela (Solanum melongena L.). Esses autores ainda reportam que
28 isolados bacterianos endofiticos foram eficientes, in vitro, na inibicdo de R.
solanacearum e mais de 50% desses isolados testados foram identificados como
Pseudomonas fluorescens (RAMESH; JOSHI; GHANEKAR, 2009). Em experimentos
em casa de vegetacdo, plantas tratadas com as linhagens de Pseudomonas (lEB9
e EB67), Enterobacter (EB44 e EB89) e Bacillus (EC4 e EC13) reduziram a incidéncia
em 70% do sintoma de murcha (RAMESH; JOSHI; GHANEKAR, 2009). A avaliacdo
em larga escala, condi¢cdes de campo e o detalhamento dos mecanismos de
antagonismos poderdo subsidiar uma efetiva estratégia de biocontrole para as
doencas que causam o murchamento em culturas de importancia agricola como as
pertencentes a familia Solanaceae.

Estudos in vitro e in vivo sugerem que a bactéria endofitica Curtobacterium
flaccumfaciens, isolada de plantas citricas, pode inibir a bactéria Xylella fastidiosa,
bactéria fitopatogénica causadora da clorose variegada dos citros (CVC) (LACAVA et
al., 2004, 2007). Apos verificar a inibicdo de X. fastidiosa in vitro; foi caracterizado
in vivo a interacdo dessa bactéria com C. flaccumfaciens em condi¢des de casa de
vegetacdo e utilizando a planta modelo Catharanthus roseus. Para isso, plantas
de C. roseus foram inoculadas separadamente com C. flaccumfaciens, X. fastidiosa
e com ambas as bactérias. O nimero de flores, altura das plantas e sintomas de
doenca foram os parametros avaliados para verificar o potencial de biocontrole
de C. flaccumfaciens em relacdo a X. fastidiosa. Plantas inoculadas somente
com X. fastidiosa tiveram reducdo no desenvolvimento e no ndmero de flores;
considerando estes parametros fitopatoldgicos (Figuras 1 e 2). Ao inocular-se C.
flaccumfaciens em conjunto com X. fastidiosa ndo houve redu¢do na altura das
plantas. O niimero de flores produzidas por essa inoculagdo dupla foi intermedidria
entre o numero produzido pelas plantas inoculadas com qualquer uma das
bactérias separadamente. Esses dados indicam que a bactéria endofitica de citros
C. flaccumfaciens pode interagir com X. fastidiosa na planta modelo C. roseus
reduzindo a severidade e sintomas da doenca (LACAVA et al., 2007).
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Figura 1 - Efeito da interacdo da bactéria fitopatogénica Xylella fastidiosa e a bactéria endofitica
de citros Curtobacterium flaccunfaciens no desenvolvimento da planta hospedeira. O grafico
representa a altura da planta modelo (Catharanthus roseus) quando inoculada apenas com meio
de cultura (PW); C. flaccunfaciens (Csp); X. fastidiosa (Xf) e inoculada em conjunto X. fastidiosa e C.
flaccunfaciens (Xf/Csp). Tratamentos com as mesmas letras representa nao diferenca significativa
(Teste de Tukey - 5%).

Fonte: Lacava et al. (2007).
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Figura 2 - Efeito da interacdo da bactéria fitopatogénica Xylella fastidiosa e a bactéria endofitica
de citros Curtobacterium flaccunfaciens no desenvolvimento da planta hospedeira. O grafico
representa o nimero de flores da planta modelo (Catharanthus roseus) quando inoculada apenas
com meio de cultura (PW); C. flaccunfaciens (Csp); X. fastidiosa (Xf) e inoculada em conjunto X.
fastidiosa e C. flaccunfaciens (Xf/Csp). Tratamentos com as mesmas letras representa nao
diferenca significativa (Teste de Tukey - 5%).

Fonte: Lacava et al. (2007).
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Em projeto de pesquisa financiado pela Fundag¢do de Amparo a Pesquisa do
Estado do Amazonas (Fapeam) e Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo
Paulo (Fapesp - Proc. no. 09/53376-2), foi verificado, in vitro, atividade antagonista
de bactérias endofiticas versus o fungo Colletotrichum spp., agente que causa a
antracnose do guarana (Paullinia cupana var. sorbilis Mart. Ducke) (Figura 3). Os
frutos do guarana sdo de grande importdncia econémica e social para o Brasil.
Refrigerantes, xaropes, sucos e varios produtos farmacéuticos sdo produzidos
a partir de grdos torrados do guarana. Uma diminuicdo significativa na area de
producdo de guarand, particularmente na regido da Amazdnia brasileira, pode
ser atribuido a antracnose. Nesse projeto, as bactérias testadas com atividade
antagbnica contra Colletotrichum spp. foram isoladas endoficamente das plantas
de guarana.

Em recente publicacdo, Bogas et al. (2015) estudaram a diversidade da
comunidade bacteriana endofitica associada a plantas de guarana (P. cupana) com
e sem sintomas de antracnose; doenga causado pelo fungo Colletotrichum spp..
Esses autores utilizaram técnicas dependente de cultivo, ou seja, o isolamento
de bactérias endofiticas em meio de cultura e independente do cultivo como, por
exemplo, a clonagem e sequenciamento de bibliotecas de genes para 16S rRNA
e a técnica de eletroforese em gel de gradiente desnaturante (PCR-DGGE). Os
resultados apresentados por estes sugerem a possibilidade de interagdo entre o
agente causal da antracnose do guarana e a comunidade bacteriana endofitica
encontrada; pois bactérias endofiticas com histérico de protecdo de plantas foram
detectadas em plantas assintomaticas em relacdo a antracnose. Esses resultados
abrem uma possibilidade para melhor entendimento sobre os mecanismos que
envolvem a resisténcia de algumas plantas do guarand em rela¢do ao fungo
fitopatogénico Colletotrichum spp. pela presenca e interacdo com bactérias
endofiticas; possibilitando, como estratégia futura, a exploracdo dessas bactérias
no controle bioldgico da antracnose do guarana.
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Figura 3 - Atividade antagonista, in vitro, de bactérias endofiticas contra o fungo fitopatogénico
Colletotrichum spp. (A) Crescimento do fungo Colletotrichum spp. em meio de cultura (controle).
(B), (C) e (D): atividade antifingica de isolados bacterianos endofiticos (Bacillus sp.) oriundos da
planta de guarana (Paullinia cupana) contra Colletotrichum spp.

Fonte: Foto por P. T. Lacava (2012).

4.3 Actinomicetos endofiticos no controle biologicos

Actinomicetos vém sendo isolados endofiticamente de uma grande variedade
de plantas e frequentemente sdo identificados como pertencentes aos géneros
Microbispora, Nocardia, Micromonospora e Streptomyces; sendo este Gltimo o mais
abundante. De fato, o género de actinomiceto mais estudado é o Streptomyces;
possuindo um complexo ciclo de vida e a producdo de numerosos metabdlitos
secundarios (SEIPKE et al., 2012).

Streptomyces endofiticos ndo sdo apenas micro-organismos comensais, mas
confere beneficios a planta hospedeira que pode seguir em dois sentidos: promog&o
de crescimento vegetal e protecdo contra fitopatdgenos (LACAVA; AZEVEDO, 2014). O
género Streptomyces é notoriamente reconhecido como um produtor de compostos
antimicrobianos e linhagens de Streptomyces isoladas endofiticamente ndo sdo
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excecBes (SEIPKE et al., 2012). Numerosos isolados de Streptomyces endofiticos
possuem a capacidade de inibir o crescimento de fungos fitopatogénicos in vitro e in
planta. Antibiose é o mecanismo proposto pela qual esses endéfitos inibem doencas
em plantas. Actinomicetos endofiticos tém sido isolados de vérias espécies de
plantas hospedeiras e tém demonstrado protecdo aos hospedeiros contra diferentes
fungos fitopatogénicos que tém sua origem no solo; incluindo Fusarium oxysporum,
Gaeumannomyces graminis var. tritici, Plectosporium tabacinum, Rhizoctonia solani e
Verticillium dahliae (ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006).

Quecine etal. (2008) avaliaram a producdo da enzima quitinase por actinomicetos
endofiticos e o potencial de biocontrole destes em relacdo a fungos fitopatogénicos.
Actinomicetos sdo utilizados extensivamente na industria farmacéutica e agricultura
por sua grande diversidade na produgdo de enzimas. Estes autores avaliaram linhagens
endofiticas de Streptomyces crescidos em meio de cultura minimo suplementado
com quitina e a producdo de quitinase foi quantificada. As linhagens endofiticas
foram avaliadas para qualquer atividade de inibi¢do in vitro de fungos fitopatogénicos
em ensaios de cultura dupla. A correlagdo entre a produgdo de quitinase e inibicdo
de fitopatdgenos foi calculada e confirmada pela observacdo da parede celular do
fungo Colletotrichum sublineolum em microscopia eletronica de varredura (Figura 4).
Nesse mesmo estudo, os autores reportam a correlacdo genética entre a producao de
quitinase e o potencial de biocontrole de actinomicetos endofiticos em antagonismos
com diferentes fitopatdgenos; sugerindo que este controle pode ocorrer na planta
hospedeira. Este tipo de resultado fornece melhor compreensdo das atividades do

género Streptomyces isolado endofiticamente e o seu potencial como agente no
controle bioldgico.
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Figura 4 - Analise de microscopia eletronica do fungo Colletotrichum sublineolum. (A) Controle:
hifa de C. sublineolum em solu¢do salina. (B) Acdo da enzima quitinase: hifa do fungo apds
incubacdo de 3 h por 28°C na presenca do extrato quitinolitico da linhagem A8 de actinomiceto
endofitico.

Fonte: Quecine et al. (2008).
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Os actinomicetos sdo um grupo amplamente explorado de micro-organismos
que produzem enzimas e antibidticos com aplicacdes para fins agricolas de forma mais
sustentavel para a protecgdo de culturas. Entre os actinomicetos, o género Streptomyces
é particularmente eficiente na quebra de quitina por meio de enzimas quitinoliticas
(QUECINE et al., 2008). Existe uma grande variedade de quitinases e uma vastagam de
temperaturas e valores de pH dtimos correspondente para a atividade de quitinase
com o objetivo de determinar qual quitinase é mais adequada para o biocontrole de
insetos-pragas.

Quecine et al. (2011) caracterizaram parcialmente o extrato quitinolitico
produzido por um linhagem endofitica (A8) de Streptomyces sp.. O extrato
produzido pela linhagem A8 foi testado contra o inseto-praga Anthonomus grandis
Boheman (Coleoptera: Curculionidae); também conhecido popularmente como o
bicudo do algodoeiro e considerado o principal inseto-praga da cultura do algodao
nas Américas; sendo encontrado desde os EUA, México, América Central, Cuba,
Haiti, Venezuela, Coldmbia, Argentina, Paraguai e Brasil. O extrato quitinolitico,
obtido a partir da linhagem A8, foi adicionado a uma dieta artificial e oferecida ao
inseto-praga A. grandis experimentalmente. O desenvolvimento da fase de ovo para
estagio adulto durante o experimento foi prolongado e a porcentagem de adultos
que emergiu foi de aproximadamente 66% menos do que quando comparado com
a dieta controle.

Os resultados desse estudo indicam que o desenvolvimento larval de A. grandis
foi inibido pela presenca do extrato quitinolitico adicionado na dieta artificial;
demonstrando uma base experimental para o uso de quitinase oriunda de um
Streptomyces sp. endofitico como uma alternativa no controle do inseto-praga A.
grandis.

4.4 Fungos endofiticos no controle biolégico

Os micro-organismos endofiticos tém sido considerados uma ferramenta
emergente no controle bioldgico. O uso combinado de controle bioldgico e quimico
utilizando micro-organismos endofiticos em associacdo com agentes quimicos pode
resultar em um efeito sinergistico sobre um ou varios agentes causadores de doencas e
pragas. Varios papéis tém sido atribuidos aos fungos endofiticos, incluindo a protecdo
contra insetos herbivoros, nematoides parasitas de plantas e micro-organismos
fitopatogénicos (LACAVA; AZEVEDO, 2014).
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Pesquisas focadas na utilizacdo de fungos endofiticos na agricultura sdo
divididas em duas areas, a primeira voltada para a influéncia econémica benéfica
ou prejudicial que fungos endofiticos possam ter dentro da producdo e colheita. A
segunda voltada para o estudo de metabdlito secundérios de fungos endofiticos,
principalmente para descobrir moléculas ou compostos bioativos que possam
ser utilizados no controle de insetos-pragas, fitopatégenos e plantas daninhas
(AZEVEDO et al., 2000).

Algunsfungosendofiticostambém podem atuarcomo fungosentomopatogénicos,
porexemplo, Beauveria bassiana, que temsido reportado como endéfito deimportantes
culturas como milho, batata, algodado, tomate, cacau, banana e café.

0 efeito negativo de fungos endofiticos sobre insetos herbivoros é associado com
a producdo de metabdlitos ou toximas pelo fungo (AZEVEDO et al., 2000). Estudos com
B. bassiana endofitica de milho sugerem que o modo de agdo na supresséo do inseto-
praga Ostrinia nubilalis esta ligado a preseca de metobdlitos produzidos pelo fungo
endofitico inibindo a presenca do inseto, o que causa a sua ndo alimentacdo ou ainda
inibicdo por antibiose.

Vega et al. (2008) especulam o modo de agdo de fungos endofiticos contra
insetos, descartando o controle por acdo direta de infeccao ou desenvolvimento de
micose no inseto-praga, sugerindo que a a¢do do fungo endofitico esta associada a
producdo de metabdlitos e toxinas. Nessa revisdo, esses autores listam uma série de
toxinas produzidas por fungos com acao comprovada contra insetos e que podem
ser encontrados endofiticamente, tais como Beauveria spp., que produz uma série
de metabdlitos, incluindo bassianim, beauvericim, bassianolide, beauveriolide,
bassiacridim, oosporeim e tenellim.

Estudo indica que o fungo B. bassiana, colonizando endofiticamente tecidos
de bananeira (Musa sp.), no controle do inseto-praga Cosmopolites sordidus. Nesse
estudo, foi inoculado artificialmente o fungo na planta de banana e foi verificada
a sua colonizacdo endofitica sem causar qualquer dano a planta hospedeira. Os
bioensaios, apos infeccdo de cinco dias pelo inseto C. sordidus, demostraram a
principio ndo haver efeito na taxa de ovoposicdo e na habilidade de eclosdo dos
ovos. Entretanto, apds 15 semanas a presenca de B. bassiana como um endéfito no
tecido de banana reduziu a populagao e danos causados pelo inseto. Entre 53,4 e
57,7% de adultos de C. sordidus morreram pela infeccdo de B. bassiana, reduzindo
assim os danos causados na planta em cerca de 30 a 63% dependendo da parte da
planta analisada (AKELLO et al., 2007).

Dentro deste contexto, Rubini et al. (2005) isolaram e analisaram a diversidade
genética de fungos endofiticos de cacau (Theobroma cacao L.), associado a doenga
conhecida como ‘vassora de bruxa’, na qual o agente causal é o fungo Crinipellis
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perniciosa. A ‘vassora de bruxa’ é uma importante doenca que afeta a producéo de
cacau em toda a América. Para avaliar o potencial dos fungos endofiticos de T. cacao
como agentes de controle bioldgico de C. perniciosa foi analisada a comunidade fingica
endofitica de plantas de cacau afetada e ndo afetada pela doenca. Os resultados
demonstraram que essa comunidade é composta pelos seguintes géneros Acremonium,
Blastomyces, Botryosphaeria, Cladosporium, Colletotrichum, Cordyceps, Diaporthe,
Fusarium, Geotrichum, Gibberella, Gliocladium, Lasiodiplodia, Monilochoetes, Nectria,
Pestalotiopsis, Phomopsis, Pleurotus, Pseudofusarium, Rhizopycnis, Syncephalastrum,
Trichoderma, Verticillium e Xylaria. Os fungos endofiticos isolados foram também
avaliados in vitro e in vivo quanto a habilidade de inibir C. perniciosa. Entre os fungos
testados muitos foram identificados como potenciais antagonistas, mas somente o
género Gliocladium catenulatum reduziu a incidéncia da doenga em cerca de 70% em
mudas de cacau.

Hanada et al. (2010) também apresentaram resultados interessantes com
fungos endofiticos isolados de caule e ramos de plantas sadias de Theobroma
cacao (cacau) e Theobroma grandiflorum (cupuacgu) contra Phytophthora palmivora
que causa manchas escuras nos frutos de cacau e cupuagu. Em experimentos de
campo, 70% dos isolados endofiticos apresentaram algum tipo de biocontrole
contra o fitopatégeno. O endofito mais promissor foi uma linhagem de Trichoderma
martiale (HANADA et al., 2009), classificada como uma nova espécie de Trichoderma
(HANADA et al., 2008).

0 uso de estratégias de controle bioldgico de fitopatdgenos, envolvendo fungos
endofiticos, vem crescendo cadavez mais e com o acimulo deinformacGes arespeitoda
diversidade, modo de a¢do e biologia do endéfito pode-se vislumbrar um controle que
minimize o uso de agentes quimicos, ou mesmo, como Unico caminho para a redugdo
da doenca, como no caso de C. perniciosa, que de forma continua e devastadora vem
diminuindo a producdo de cacau no mundo, com prejuizos acima de 700 milhdes de
ddlares americanos (BOWERS et al., 2001).

Os esforcos para o controle biolégico de fitopatégenos de cacau (T.
cacao), utilizando enddfitos, estdo sendo conduzidos de forma continua como
demonstrado no trabalho de Mejia et al. (2008), em que fungos endofiticos isolados
de tecidos sadios de T. cacao foram testados in vitro para verificar o antagonismo
contra patégenos causadores de doenca em cacau. Os resultados mostraram
antagonismo de 65% contra Phytophthora palmivora, 40% contra Moniliophthora
roreri e 27% contra Moniliophthora perniciosa. Além disso, esses autores realizaram
testes em campo utilizando os enddfitos dos seguintes géneros Colletotrichum
gloeosporioides, Clonostachys rosea e Botryosphaeria ribis. Os resultados em
campo sugerem reducao na doenca causada por Phytophthora spp., assim como na
esporulacdo do patdgeno M. roreri, suportando a hipdtese de uso desses enddfitos
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no controle de doencas causadas por esses patdgenos. Além disso, é sugerido que a
combinacdo de informacdes obtidas em estudos de campo, em laboratério (in vitro)
e de experimentos conduzidos em casa de vegetagdo sobre fungos endofiticos,
pode indicar num primeiro momento atributos favoraveis para potenciais agentes
no controle bioldgico.

4.5 Micro-organismos endofiticos e o controle simbiotico

Um novo conceito de transformacgdo genética, denominado paratransgénese,
tem sido proposto para a prevencdo de transmissdo de patdgenos por insetos vetores.
Paratransgénese nesse tipo de aplicacdo significa a alteracdo genética de micro-
organismos simbidticos que possam ser transmitidos via vetor. Esta estratégia de
prevencdo de doenca vem sendo denominada de controle simbidtico, como uma
variagdo da denominada terapia simbidtica (AHMED, 2003).

A técnica de paratransgénese é empregada para criar condi¢des de impedir a
transmissdo do patdgeno pelo inseto vetor. A estratégia de controle simbidtico pode
empregar dois métodos: o de paratransgénese e o de ndo manipulacdo genética,
para o controle de insetos-pragas e doengas. Em muitos casos a solu¢do pode estar
simplesmente na competicdo como forma de controle, pois a manipulacdo genética
pode implicar no aumento de custo na estratégia de controle.

A chave do controle simbidtico estd em ter um micro-organismo candidato
que coexista no mesmo nicho ou ecossistema onde reside o problema, isto é, para
0 agente controlador ter acesso ao patdgeno e atuar no seu controle ou eliminag&o.
O controle simbiético é diferente do controle bioldgico classico. Neste ultimo, ndo
necessariamente é utilizado um agente de controle nativo do nicho para uma estratégia
de controle. Por outro lado, o controle simbidtico busca preferencialmente agentes
de controle ja adaptados a aquele nicho afetado por um inseto-praga ou doenca; ou
seja, no controle simbidtico todos os elementos estdo presentes e estabelecidos no
ecossistema (LACAVA; AZEVEDO, 2013).

Em contraste com os métodos de controle de doencas transmitidas por
insetos vetores na agricultura e na salde, o controle simbidtico ndo visa controlar
diretamente o vetor da doenca, mas sim afetar o patdgeno, ou seja, diretamente
afetando sua habilidade de sobreviver ou indiretamente bloqueando a sua
transmissdo pelo inseto vetor (MILLER, 2007). Em muitos casos isto é alcangado
pela interacdo/competicdo do patégeno com um micro-organismo simbidtico. De
fato, nenhuma doenca causada por patdgeno que é transmitida por inseto vetor
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ndo possui realmente uma cura. Dessa forma, o controle simbidtico oferece uma
nova estratégia alternativa para o controle de doengas que envolvem insetos
vetores (MILLER, 2007).

AssociacBes simbilticas possuem importante papel em ecossistemas
naturais, possuindo grande potencial para aplicagdo em diversas areas de
interesses com potencial uso na inddstria, agricultura e saude. Em ecossistemas
naturais, varias associacbes simbidticas sdo bem conhecidas e estudadas. Dessas
associacOes podem ser citadas: Rizhobium-leguminosa, micro-organismos do trato
intestinal animal, micorrizas arbusculares, liquens e micro-organismos endofiticos
(LACAVA; AZEVEDO, 2013). Embora associages simbidticas tenham sido estudadas
extensivamente, os resultados ainda sdo limitados para aplicacGes praticas.
Particularmente, pesquisas na utilizacdo de micro-organismos simbidticos sdo
limitadas pelas dificuldades de isolamento e manutencdo de culturas puras de
simbiontes.

Como colocado anteriormente o acimulo de informacdes a respeito da interacdo
planta-endéfitos e com os resultados promissores observados, tem sido dada especial
atencdo ao estudo de micro-organismos endofiticos como agentes de controle bioldgico
de iniumeras doencas de plantas, insetos-pragas e promotores de crescimento vegetal
(HALLMANN et al., 1997; AZEVEDO et al., 2000).

O estudo de micro-organismos associados a insetos em diferentes estratégias
de controle biolégico tem sido desenvolvido, primeiramente pela utilizacdo de
micro-organismos patogénicos ao inseto (SCHNEPF et al., 1998). Outra estratégia
adicional é a exploragcdo de micro-organismos simbidticos, com o objetivo de
reduzir insetos vetores competentes na transmissao de doencas. Esta reducdo
da capacidade de um inseto vetor como um agente transmissor de doenca pode
estar baseado em micro-organismos que interferem naturalmente na presenca do
patégeno ou ainda poderia ser alcangado por meio da manipulacdo genética de
micro-organismos simbidticos em insetos. Micro-organismos os quais possuem
a capacidade de se multiplicarem em populagdes de insetos hospedeiros sdo
particularmente promissores, desde que eles também possam ser explorados para
expressar uma caracteristica genética desejada.

Um pré-requisito para o desenvolvimento de futuras estratégias para o
controle simbidtico da populagdo de insetos e insetos vetores é a identificagdo de
associacdes que possuam caracteristicas promissoras entre micro-organismos e
insetos. Estas caracteristicas incluem a presenca de micro-organismos simbidticos
nos organismos hospedeiros, que estes também sejam hospedeiros de patdgenos
e ainda que possuam potencial para propagar-se rapidamente entre a populagao
hospedeira.
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Uma vez que o agente de controle simbidtico seja identificado para atuar, todas
as manipulacdes devem ser realizadas considerando o local da ac¢do. Entretanto,
uma solugdo alcancada, utilizando a estratégia de controle simbidtico em uma
localizagdo especifica, pode ndo atuar satisfatoriamente em outro local e condicdo,
diferentemente do que pode ocorrer no controle bioldgico classico. Apds identificado
um micro-organismo com potencial para ser um candidato no controle simbidtico, este
deve ter a habilidade de ser cultivado e reintroduzido no seu nicho original e ainda ser
conveniente para altera¢es genéticas, caso necessario.

4.6 Paratransgénese e o controle simbiotico

A manipulagdo genética de insetos transmissores de doencas é uma estratégia
alternativa cujo objetivo é a eliminac&o do inseto vetor dentro de uma populacdo. A
expressao de genes que produzem produtos que possuam a habilidade de bloquear
ou eliminar a transmissao por parte de insetos vetores poderia prover a uma valiosa
ferramenta no controle de diversas doencas causadas por insetos transmissores.
Dentro deste contexto, existem duas abordagens para a transformagdo genética de
inseto vetores. A primeira envolve a transformacao direta via insercao de material
genético exdgeno (DURVASULA et al., 2003). Isto é realizado utilizando elementos
mdveis, como os transposons, para a transformacéo genética. A segunda abordagem
envolve a expressdo de genes exdgenos utilizando um micro-organismo simbidtico,
transformado geneticamente e que seja nativo ao inseto transmissor da doenca. Esse
método tem recebido especial atencdo recentemente sendo um tipico exemplo de
paratransgénese.

Paratransgénese é uma nova abordagem para controlar insetos vetores
transmissores de doencas, principalmente artrépodes; derivado da ocorréncia
natural de intera¢des entre vetor e patdégeno e popula¢des de micro-organismos
simbidticos que colonizam o inseto. Considerando que a presenca de tais
micro-organismos dentro do inseto vetor é fundamental na paratransgénese,
as exigéncias descritas a seguir sdo necessarias para o sucesso da estratégia de
paratransgénese (DURVASULA et al., 2003): a) os micro-organismos selecionados
para cultivo e manipulagdo genética in vitro devem coexistir com o inseto
transmissor da doenca; b) métodos simples para isolar e transformar micro-
organismos simbidticos devem estar presentes; c) a transformacgdo genética de
micro-organismos simbidticos tem que resultar em mutantes estaveis, sem perda
de aptiddo, reprodutibilidade e manter a caracteristica de uma relagdo simbidtica,
além de manter taxas comparaveis as da linhagem selvagem; d) a manipulagéo
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genética de um micro-organismo simbidtico ndo deve afetar suas funcgdes
simbidticas no inseto vetor e hospedeiro; e) a expressao de produtos oriundos de
micro-organismos geneticamente alterados deve atingir o patégeno e sercapazde
interromper o ciclo de transmissao da doenca pelo inseto vetor; f) a manipulagao
genética de bactérias simbidticas ndo deve ser virulenta contra o inseto vetor em
questdo ou mesmo contra outros organismos presentes no ambiente. Além disso,
bactérias selecionadas para serem utilizadas em paratransgénese ndo devem ser
patogénicas contra elas mesmas.

A paratransgénese para a manipulacdo de insetos vetores transmissores de
doencasrequerumaavaliacdodabiologiadapopulacaodoinseto;assimcomoassegurar
uma taxa de transmissdo dos micro-organismos simbiético dentro da dindmica da
populagdo de vetores. A reprodutibilidade da estratégia de paratransgénese deve ser
baseada na observacdo de como o inseto/micro-organismo interage com o ambiente,
para que esta se apresente o mais proximo do que ocorre na natureza, visando assim o
sucesso do controle simbidtico.

4.7 Controle simbiético na agricultura

Nos sub-itens a seguir, serdo apresentados exemplos de controle simbiético de
doencas de culturas economicamente importantes para a agricultura, a citar a ‘Doenca
de Pierce’ em videira e a Clorose Variegada dos Citros.

4.7.1 Controle simbiético da ‘Doenca de Pierce’

A ‘Doenca de Pierce’ em videira é causada pela bactéria Xylella fatidiosa, a qual
bloqueia os vasos xilematicos das plantas afetadas. A linhagem de X. fastidiosa que
causa a doenca em videira nos EUA, provavelmente é originaria dos Estados da Flérida,
passando pelo estado do Texas. Essa doenca agravou-se quando foi introduzida na
Califérnia a cigarrinha vetora Homalodisca coagulata, também conhecida como glassy-
winged sharpshooter (GWSS).

Atualmente na Califérnia, pesquisas estdo sendo desenvolvidas cujo objetivo
€ o controle simbidtico da doenca a fim de interromper o seu ciclo desde a
transmissdo pelo inseto vetor até o bloqueio da X. fastidiosa na planta hospedeira.
Trés potenciais candidatos bacterianos para o controle simbidtico desta doenca
foram selecionados de GWSS no sul da Califérnia. Todos os trés candidatos
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foram também detectados como endéfitos em diferentes plantas hospedeiras e
transmitidos pelo inseto vetor da ‘Doenca de Pierce’, indicando que o candidato
para o controle simbidtico pode colonizar a planta hospedeira e o inseto vetor
(BEXTINE et al., 2004).

Dentre estes trés candidatos selecionados, a espécie Alcaligenes denitrificans var.
xylosoxidans (Axd) foi selecionada para desenvolver a estratégia de controle simbidtico
para a doenca. Axd foi alterada geneticamente para expressar uma proteina vermelha
fluorescente (DsRed), introduzindo assim uma marca genética para o monitoramento
na planta hospedeira e no inseto vetor.

Um ndmero de candidatos como peptidios antimicrobianos ja foi testado para o
possivel uso no controle simbidtico da ‘Doenca de Pierce’ (KUZINA et al., 2006). Além
de anticorpos de cadeia simples, especificos para a linhagem de X. fastidiosa da videira,
com objetivo de utilizar esses anticorpos no controle simbidtico e utilizando bactérias
endofiticas expressando esse tipo de agente antimicrobiano. De acordo com Bextime et
al. (2004), a Figura 5 mostra os passos para a adogdo do controle simbidtico da ‘Doenca
de Pierce’.

4.7.2 Controle simbiodtico da Clorose Variegada dos Citros (CVC)

A Clorose Variegada dos Citros (CVC) é causada pela Xylella fastidiosa, uma
bactéria Gram-negativa, sem motilidade, limitada ao xilema. Ela é transmitida
naturalmente por insetos suctoriais (Hemiptera: Cicadellidae) que se alimentam da
seiva bruta do xilema. Ainda ha divergéncias no que diz respeito ao modo de agéo
de X. fastidiosa quecausa patogénese em citros. Contudo, a hipdtese mais aceita
é que a X. fastidiosa leva a disfung¢des no sistema condutor de dgua em plantas de
citros. O principal mecanismo de patogénese seria a falta de translocacédo de agua
e nutrientes pela oclusdo de vasos do xilema pelos agregados bacterianos, devido a
deposicdo de pectina e de goma fastidiana (DA SILVA et al., 2001), em conjunto com
reacdes de resisténcia da propria plantas. A formacdo de agregados de células de X.
fastidiosa dever-se-ia a liberacdo de polissacarideos extracelulares que facilitariam
a adesdo célula-célula e apontam que a formacdo do biofilme por X. fastidiosa
dentro dos vasos da planta com posterior bloqueio no sistema de adgua é causa da
patogénese desta bactéria em citros.
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Passo 1: encontrar uma bactéria
simbidtica que sobreviva no inseto vetor
e na planta hospedeira.

Passo 2: identificacdo do patdgeno
(Xylella fastidiosa) na planta hospedeira
e no inseto vetor.

Passo 3: confirmacdo se a bactéria
candidata ao controle simbiotico ¢ capaz
de colonizar a planta hospedeira e o
inseto vetor, habitando o mesmo nicho
que o patogeno.

Passo 4: transformar geneticamente a
BS para o controle do patégeno e
confirmar se apos altera-la, ela ainda
possui a capacidade de colonizar o
inseto vetor e a planta hospedeira.

Passo 5: controle da doenga a fim de
bloquear a transmissdo do patdgeno,
utilizando uma bactéria simbiotica
transformada geneticamente.

@ sicciasimvitica ®s) @) Kvtetta fustidiosa BS modificada

‘ Planta sem sintomas @ Planta com sintomas @ Inseto vetor

Figura 5 - Cronologia para adocdo do controle simbidtico em estratégia de paratransgénese
utilizando uma bactéria endofitica (simbidtica) no ciclo de doencas onde o agente causal é a
Xylella fastidiosa.

Fonte: Lacava et al. (2009).
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AzevedoeAraljo (2003) descrevem o potencial uso do género Methylobacterium
spp., a qual coloniza o0 mesmo nicho que X. fastidiosa em citros, numa estratégia
de reintroduzir esse endéfito geneticamente modificado em plantas de citros,
com o objetivo de controlar a CVC. Nesse estudo foi descrita a utilizacdo de um
vetor replicativo PeglA160 para produzir um isolado geneticamente modificado
de Methylobacterium expressando resisténcia a um antibidtico além do gene da
endoglucanase. E sabido que X. fastidiosa produz uma goma, denominada goma
fastidiana (DA SILVA et al., 2001), a qual pode ser responsavel pela obstrucdo
dos vasos de xilema em plantas afetadas pela CVC. Dessa forma, a producdo de
endoglucanase por um endéfito oriundo de plantas citricas podera transformar
este endéfito em um agente de controle simbidtico contra X. fastidiosa visando o
controle da CVC.

Baseado na premissa do controle simbidtico, Ferreira Filho et al. (2012)
modificaram geneticamente a linhagem bacteriana de Methylobacterium extorques
(AR1.6/2), isolada endofiticamente do xilema de plantas de citros e avaliaram
a capacidade de colonizacdo e interacdo com a X. fastidiosa na planta modelo
Catharanthus roseus. A linhagem AR1.6/2 foi geneticamente transformada para
a expressdo heteréloga da proteina verde fluorescente (GFP) e endoglucanase A
(EglA); gerando assim duas linhagens mutantes ARGFP e AREglA, respectivamente.
Pormicroscopiadefluorescénciae,apdsinoculagdo artificial, foi possivel comprovar
que a linhagem ARGFP possui a habilidade de colonizar os vasos xilematicos de
C. roseus. Por microscopia eletrénica de varredura foi observado que a linhagem
AREglA e X. fastidiosa podem co-habitar os vasos de C. roseus. Além disso, os
resultadosindicam que acolonizacdo dosvasosxilematicosde C. roseus pela bactéria
endofitica M. extorquens contribui para o decréscimo da formacado de biofilme por
X. fastidiosa; quando esta também esta colonizando o xilema. A formacdo de goma
fastidiana é um importante fator de viruléncia para a bactéria fitopatogénica X.
fastidiosa. A inoculacao da linhagem mutante AREg|A na planta modelo C. roseus
reduziuo a obstrucdo do xilema causado pela X. fastidiosa. Os mecanismos relatados
para esta interacdo entre essa linhagem endofitica geneticamente transformada
de M. extorquens ainda é desconhecido, mas os resultados permitem especular
que a linhagem AREglA poderia induzir uma resisténcia sistémica na planta ou a
despolimerizacdo da goma fastidiana; reduzindo a formacao de biofilme. Esses
autores demostraram o potencial da bactéria endofitica M. extorquens como um
candidato a paratransgénese; objetivando o controle simbidtico da X. fastidiosa,
agente causal da CVC.
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4.8 Conclusoes

O controle e o0 manejo de pragas e doencas tem sido um desafio significante
e constante para os profissionais da area agricola. O surgimento de problemas
relacionados a producédo e colheita de alimentos nos remete a preocupacdo do uso
exagerado de insumos e defensivos agricolas, criando a necessidade de regulamentos
ambientais mais rigorosos, gerando assim a necessidade do desenvolvimento de novas
tecnologias para a producdo de alimentos mais sustentaveis em relacdo ao controle
de insetos-pragas e doencas, sem prejuizos ambientais. Dentro deste contexto, o
desenvolvimento de pesquisas que envolvam estratégias de controle bioldgico e
simbidtico, vem sendo pesquisados, sobretudo em interaces que envolvam a presenca
de insetos vetores para a transmissao de uma determinada doenga. Novas abordagens
para o desenvolvimento sustentavel do controle bioldgico de insetos e insetos-vetores
de doencas vem sendo desenvolvidas, baseadas nas rela¢des simbidticas, que sdo
ecologicamente menos prejudiciais ao meio-ambiente do que os métodos atuais de
controles quimicos em uso. O controle bioldgico e simbidtico é essencialmente um
tema interdisciplinar que requer métodos e protocolos provenientes de diferentes
areas de estudos, incluindo a biologia molecular, microbiologia, fitopatologia, virologia,
entomologia, imunologia, genética e ecologia.
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CAPITULO V

Mecanismos de promocéo de crescimento
vegetal por endofitos e rizobactérias

Bruna Durante Batista, Maria Carolina Quecine-Verdi, Paulo Teixeira Lacava

5.1 Introducao

Micro-organismos que se associam beneficamente as plantas tém sido isolados,
multiplicados, formulados e utilizados como pratica agronémica rotineira em alguns
paises favorecendo o desenvolvimento e a produtividade das plantas. Entre esses micro-
organismos, destacam-se fungos e bactérias que podem estar associados as plantas
em dois niveis em um sistema agrobioldgico: endofitico e rizosférico. Nas relacdes
endofiticas, fungos e bactérias promotoras de crescimento residem nos espacos
apoplasticos da planta hospedeira nos mais diversos tecidos, enquanto rizobactérias
colonizam a rizosfera, zona de solo ao redor da raiz sob influéncia imediata do sistema
radicular.

Vérios estudos ja comprovaram que plantas reinoculadas com micro-organismos
geralmente crescem mais rapido e com mais vigor que aquelas ndo reinoculadas.
Diversas culturas de grande importancia econémica ja foram avaliadas e apresentaram
aumento de produtividade e reducdo da necessidade de insumo quando inoculadas
com micro-organismos. Como exemplo, destaca-se a cultura da soja inoculada com
rizobios fixadores de nitrogénio, resultando numa economia anual de bilhGes de
ddlares em adubo nitrogenado para o Brasil.

A promocdo de crescimento vegetal por esses micro-organismos pode ser
realizada por mecanismos diretos por meio dafixagéo bioldgica de nitrogénio; produgéo
de fitormdnios, tais como acido idol acético (AIA) e citocinas, ou pelo aumento da
biodisponibilidade de minerais (ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006).

Indiretamente, os micro-organismos, principalmente os endoéfitos, promovem o
crescimento vegetal por meio do controle bioldgico de fitopatégenos, umavez que esses
organismos colonizam o mesmo nicho ecoldgico, o interior das plantas, e endofiticos
podem produzir e liberar moléculas com acdo antimicrobiana, tais como antibidticos e
sideréforos, ou ainda induzir a resisténcia sistémica da planta hospedeira. Além disso,
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diversos estudos indicam que a colonizacdo de tecidos vegetais por micro-organismos
pode conferir tolerdncia a estresses bidticos e abidticos (LACAVA; AZEVEDO, 2013).

Até o momento ndo ha estudos que relatam plantas livres de micro-organismos
. Como apenas uma infima parcela das espécies vegetais foram estudadas em relagdo
a microbiota associada, a possibilidade de se encontrar um novo e benéfico micro-
organismos entre a diversidade de plantas existentes nos diferentes ecossistemas
terrestres é consideravel.

No presente capitulo, serdo apresentados os principais mecanismos e papéis
desempenhados por micro-organismos endofiticos e bactérias rizosféricas como
promotores de crescimento vegetal.

5.2 Micro-organismos endofiticos

Diversas defini¢des de enddfitos estdo descritas na literatura. Originalmente o
termo enddfito, descrito por De Bary (1866), refere-se a qualquer micro-organismos
que vive nos tecidos de plantas, distinguindo-se dos epifiticos que vivem na superficie.
Outra defini¢do, proposta por Hallmann et al. (1997), sugere que enddfitos podem ser
considerados micro-organismos que sao isolados de tecidos vegetais desinfetados
superficialmente e que ndo causam aparentemente danos as plantas hospedeiras.
Mendes e Azevedo (2007) definiram micro-organismos endofiticos da mesma maneira
como outros autores, no entanto, dividiram os endéfitos em dois tipos, sendo: tipo |, 0s
que ndo produzem estruturas externas a planta; e tipo Il, os que produzem estruturas
externas a planta, como fungos micorrizicos e bactérias simbiontes noduladoras que
fixam nitrogénio. De modo geral, as plantas possuem uma microbiota endofitica
caracteristicaimportante para sua sanidade e manutencdo. A capacidade de sobreviver
dentro do vegetal é uma vantagem para os micro-organismos endofiticos ja que
0s mesmos nao estdo expostos as adversidades ambientais e encontram pouca ou
nenhuma competicao.

Enddfitos podem ser encontrados em diferentes drgdos e tecidos vegetais
como folhas, ramos, raizes, frutos, sementes e flores (LACAVA; AZEVEDO, 2013).
Sua penetragdo nos vegetais se da por aberturas naturais ou artificiais, tais como
estdmatos, ferimentos causados por instrumentos agricolas, microferimentos nas
raizes ocasionados pelo atrito destas com as particulas do solo etc., disseminando de
maneira sistémica ou restrita a diversas partes da planta, habitando de forma ativa o
apoplasto, vasos condutores e, em alguns casos, pode ocorrer colonizagdo intracelular
(AZEVEDO; ARAUJO, 2007).
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A classificacdo de uma bactéria como endofitica é apenas didatica, isso porque
além das bactérias endofiticas no interior das plantas, existem bactérias patogénicas
causadoras de doencas ao hospedeiro e a diferenciacdo entre enddfito e patégeno ndo
¢ definitiva. Isso ocorre, pois a relagdo benéfica ou patogénica depende de fatores como
as condicBes ambientais ou do equilibrio com as outras populagGes bacterianas. Assim,
uma bactéria endofitica pode, dependendo das condi¢des, tornar-se patogénica. Ou
ainda, uma epifitica pode entrar na planta, tornando-se endofitica ou patogénica, mas,
em geral, as bactérias endofiticas estdo em maior densidade em relacdo a bactérias
patogénicas (ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006).

O mesmo ocorre com a classificagao de fungos. Esses podem mudar seu estilo
de vida de patogénico para mutualista ou comensal mediante alteracGes abidticas e
bidticas como mudancas na composicdo de micro-organismos na superficie foliar, ou
mudancas na planta hospedeira, alteracdo na disponibilidade de nutrientes, ferimentos
ou senescéncia como enddfito.

Didaticamente, os fungos endofiticos podem ser divididos em dois grupos:
enddfitos clavicipitaceos e endéfitos ndo clavicipitaceos (SIEBER, 2007). Os primeiros
compreendem espécies pertencentes a familia Clavicipitaceae, que formam simbioses
quase que exclusivamente com gramineas (Poaceae) de clima temperado. Esses fungos
sdo reconhecidos por potencializar o fitness da planta hospedeira pela producao
de substéncias alcaloides que inibem a herbivoria por insetos, pela producdo de
metabdlitos que estimulam o crescimento vegetal e por conferirem tolerdncia a
escassez hidrica.

Jaosfungosendofiticos ndo clavicipitaceos abrangem espéciesfilogeneticamente
distintas resultando em uma elevada diversidade, o que dificulta discernir suas fungoes
dentro das plantas, embora interagdes benéficas sejam frequentemente relatadas
(RODRIGUEZ et al., 2009). Estes fungos podem promover o crescimento e 0 aumento
da producdo vegetal, podem produzir fito-horménios, conferir tolerdncia a altas
temperaturas e estresse salino, proteger as plantas contra fitopatdégenos e induzir a
resisténcia, captar nutrientes minerais como nitrato e fésforo e garantir a sobrevivéncia
e o estabelecimento das plantas em ambientes extremos (AZEVEDO; ARAUJO, 2007).

Endofitos podem ser observados diretamente em tecidos de plantas por meio de
microscopia dptica, eletrdnica ou de fluorescéncia, ocupando espacos intercelulares e
intracelulares, além do interior de tecidos vasculares. Alguns endéfitos sdo facilmente
isolados em meios de cultura em condi¢des controladas dos mais diferentes tecidos
e drgdos vegetais. Até o presente momento, praticamente todas as espécies vegetais
avaliadasrevelaram aexisténciade comunidade endofitica. Normalmente, oisolamento
de micro-organismos endofiticos é realizado a partir de raizes, caules, ramos, folhas,
mas sementes e estruturas florais como pdlen, ovério, anteras e estames também
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podem ser utilizadas (Figura 1). A superficie dos tecidos vegetais deve ser desinfestada
de forma que a microbiota epifitica seja eliminada, mantendo somente a comunidade
endofitica (ARAUJO et al., 2014) (Figura 2).

Uma forma de estudo de enddfitos ndo cultivados baseia-se no uso de técnicas de
biologia molecular, as quais podem permitir o estudo desses enddfitos em seu habitat
natural, nos diferentes locais no interior da planta hospedeira, sem a necessidade
de cultivo, sendo esse o principio da metagenémica e outras técnicas descritas em
capitulo anterior.

5.3 Rizobactérias promotoras de crescimento em plantas (rpcp)

A rizosfera pode ser definida como qualquer volume de solo influenciado
especificamente pelas raizes das plantas e/ou em associagdo com raizes, pelos e
material produzido pela planta. Os compostos secretados pelas raizes no solo tais
como aminoacidos e aglcares, sdo genericamente conhecidos como exsudados e
provem uma rica fonte de energia e nutrientes, a qual resulta em maior populagao e
em intensa atividade microbiana na rizosfera (AHEMAD; KIBRET, 2014).

Esterilacio superficial Incubagio 28°C

Folhas Fragn(;entaqio
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ |eci§os ‘
Ramos

Alcool  Hipocloritode  {y055]  Agua destilada
sédio 2%

Folhas

Bactérias endofiticas isoladas

Esterilizagdo superficial

Figura 1 - Etapas de isolamento de bactérias endofiticas
Fonte: Araljo et al. (2014).
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Figura 2 - Isolamento de bactérias endofiticas de grdos de café. As setas indicam o crescimento
bacteriano.

Fonte: Os autores.

Bactérias que se associam as plantas, colonizando suas rizosferas, sdo
denominadasrizobactérias. Cerca de 2-5% dasrizobactérias, quando reintroduzidas
na planta por inoculagdo em um solo contendo uma microflora competitiva,
exercem efeito benéfico de crescimento vegetal e sdo denominadas rizobactérias
promotoras de crescimento em plantas (RPCP) (KLOEPPER; SCHROTH, 1978).
Similarmente aos fungos e bactérias endofiticas, a promoc¢do do crescimento
vegetal por rizobactérias pode ocorrer direta ou indiretamente. Ha varias maneiras
pelas quais RPCPs podem afetar diretamente o crescimento da planta: por meio
da fixacdo bioldgica de nitrogénio, da solubilizacdo de minerais, tais como o
fosforo, producdo de sideréforos (moléculas que solubilizam e sequestram ferro
do solo), ou pela producdo de reguladores de crescimento vegetal (hormonios)
que acentuam o crescimento vegetal em varios estagios de desenvolvimento. A
promocao indireta de crescimento ocorre quando RPCPs diminuem ou impedem os
efeitos deletérios de um ou mais organismos fitopatogénicos, a exemplo da sintese
de toxinas entomopatogénicas, antibioticos e sideréforos e producéo de quitinases
nocivas a nematoides. Além disso, RPCPs sdo capazes de melhorar a estrutura do
solo e biorremediar solos poluidos por sequestrarem metais pesados tdxicos e
degradarem compostos xenobidticos, como pesticidas.

O isolamento de bactérias do solo rizosférico geralmente é realizado a partir
de amostras homogeneizadas de solo coletado préximo a superficie de raizes das
espécies vegetais. As amostras sdo misturadas em solugdo salina autoclavada a fim de
desagregar células e particulas do solo. Em seguida, sdo realizadas dilui¢Ges seriadas,
as quais sdo transferidas para placas de Petri, contendo um meio de cultura especifico,
de acordo com o objetivo do estudo (BATISTA, 2012).
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Os efeitos de RPCPs sobre o desenvolvimento das plantas sdo amplos e incluem,
além do crescimento vegetal, efeitos benéficos na germinagdo de sementes e na
emergéncia de plantulas. Por isso, essas bactérias tém sido isoladas, multiplicadas,
formuladas e utilizadas como bioinoculantes em alguns paises, favorecendo o
desenvolvimento e a produtividade de diversas culturas (GHEVARIYA; DESAI, 2014).

O uso de RPCPs como bioinoculantes tem obtido crescente aceitacao e
importancia no mundo devido ao seu potencial de substituir, parcial ou totalmente,
fertilizantes quimicos visando uma agricultura sustentavel e economicamente viavel
(HUNGRIA; MEGIAS, 2013).

5.4 Micro-organismos promotores de crescimento vegetal

Recentemente, tem-se investido muito em pesquisas para disponibilizar fontes
alternativas de nutrientes as plantas e em metodologias alternativas de controle de
patégenos com enfoque no uso de micro-organismos associados as plantas. Com o
acumulo de informag@es sobre a interagdo entre plantas e micro-organismos e com a
determinacdo das diferentes fun¢des desses micro-organismos no interior das plantas,
tem sido dada ateng¢do ao estudo de micro-organismos que podem atuar na promog¢ao
de crescimento vegetal (HALLMANN et al., 1997).

Com grande destaque como promotor de crescimento vegetal, o género
Burkholderia tem sido constantemente descrito como bactéria endofitica e rizosférica
cultivavel que possui a habilidade de colonizar, entre diversas culturas, a cana-de-
acucar. Espécies do género Burkholderia, associados a essa cultura, sdo geralmente
endéfitos fixadores de N.. Além disso, outros estudos tém descrito a importancia do
género Burkholderia no cultivo de cana-de-agtcar (LUVIZOTTO et al., 2010). Linhagens
endofiticas de Burkholderia também foram encontradas nas culturas de banana,
abacaxi e milho (ESTRADA et al., 2002).

Outro género com numerosas espécies de bactérias endofiticas que colonizam
diferentes plantas hospedeiras é o Methylobacterium. Bactérias desse género sdo bem
estudadas como metilotréficas facultativas e sdo capazes de crescer em compostos
de um carbono. Sy et al. (2001) descreveram linhagens de Methylobacterium nodulans
que apresentaram atividade da enzima nitrogenase e a capacidade de nodulacao
em espécies de crotalaria, incluindo Methylobacterium noquarto grupo filogenético
dos rizébios. Membros do género Methylobacterium sdo capazes de influenciar o
crescimento de plantas por meio da producdo de citocininas e auxinas ou induzir
resisténcia sistémica contra doencas (MADHAIYAN et al., 2006).
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Bactérias do género Klebsiella sdo comumente encontradas como enddfitos de
diversas culturas como milho (Zea mays), trevo vermelho, videira, arroz, batata doce,
alfafa e soja. Klebsiella pneumoniae Kp342 foi capaz de melhorar o crescimento de
milho ao colonizar os tecidos internos das raizes da planta hospedeira pela fixacdo
bioldgica de nitrogénio pela presenca da proteina dinitrogenase redutase (CHELIUS;
TRIPLETT, 2000). Lacava, Araujo e Azevedo (2007) relataram a colonizacdo endofitica
de Catharanthus roseus utilizando essa linhagem. Estes autores marcaram a linhagem
Kp342 com o gene da ‘proteina fluorescente verde’ (GFP) e inocularam em mudas
de C. roseus. A colonizacdo desse enddfito foi observada utilizando microscopia de
fluorescéncia. Os resultados sugerem que a C. roseus pode ser utilizado como um
modelo de planta para estudar bactérias endofiticas.

Além das bactérias endofiticas, hoje é uma realidade muito promissora a
possibilidade da aplicacdo de RPCPs nos solos, trazendo beneficios diretos para
a producdo agricola e, ao mesmo tempo, sendo uma alternativa sustentavel de
cultivo com menor uso de insumos agricolas. Rizobactérias que incluem espécies
como Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Caulobacter, Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium, Micrococcous, Pseudomonas,
Serratia, entre outras tém sido reportadas por promover o crescimento de plantas
(BHATTACHARYYA; JHA, 2012).

Destaca-se ainda que as RPCPs tém obtido crescente aceitacao e importancia
no mundo devido aos efeitos benéficos produzidos em culturas comerciais
economicamente relevantes como trigo, arroz, cana-de-agUcar, feijdo, milho, soja,
algoddo. No entanto, um problema relatado com muita frequéncia nos artigos
com RPCPs é a variabilidade dos resultados obtidos, sendo considerada a principal
dificuldade para a producdo de inoculantes de RPCPs comercialmente viaveis.

O exemplo mais estudado e convertido em produtos globalmente é o do
Azospirillum (HUNGRIA; MEGIAS, 2013). Muitos estudos tém demonstrado que
Azospirillum estimula o crescimento e a produtividade de vérias espécies de plantas,
sendo muitas delas com grande relevancia agronémica e ecoldgica (HUNGRIA, 2011). Em
uma revisdo de trabalhos conduzidos por duas décadas com A. brasilense e A. lipoferum,
Okon e Labandera-Gonzalez (1994) verificaram uma taxa de sucesso de 60 a 70% dos
ensaios, com incrementos de 5 a 30%, estatisticamente significativos, no rendimento de
graos. Outro exemplo inclui estudos na Argentina, onde na analise de 273 ensaios com
trigo (Triticum aestivum), houve resposta positiva em 76% dos casos; no caso do milho
(Zea mays), na anélise de 110 ensaios, 85% foram positivos (DIAZ-ZORITA; FERNANDEZ
CANIGIA, 2008). No Brasil, com reducdes de 50% em N-fertilizantes e inoculagdo com
A.brasilense foi possivel observar ganhos superiores a 4000 kg/ha no rendimento de
trigo (HUNGRIA; MEGIAS, 2013). Os resultados de outros experimentos conduzidos na
Argentina e no Brasil nas uUltimas décadas foram recentemente compilados e a grande
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maioria indica beneficios da inoculagdo com Azospirillum no crescimento das plantas
e/ou no aumento da produtividade (HUNGRIA, 2011).

Além disso, muitos trabalhos tém demonstrado aumento da eficiéncia da
inoculagdo consorciada de bactérias endofiticas e RPCP com bioinoculantes ja
utilizados comercialmente. AraUjo et al. (2009), estudando os efeitos da coinoculagdo
entre Bacillus subtilis e Bradyzhizobium sp. em Vigna unguiculata, observaram que esta
associagao favoreceu o aumento da nodulagao, consequentemente houve incremento
na fixacdo bioldgica de nitrogénio, revertendo num melhor desenvolvimento da
leguminosa. O efeito benéfico da coinoculacdo entre A. brasiliense e Bradyrhizobium
sp., observado por Ferlini (2006), se deve, em maior parte, a capacidade que a A.
brasiliense tem de produzir fitormonios. Isto determina maior desenvolvimento do
sistema radicular e, portanto, a possibilidade de explorar um volume mais amplo de
solo.

Chebotar, Assis e Akao (2001) estudaram os efeitos da coinoculacdo de soja
com B. japonicum A1017 e as linhagens Pseudomonas fluorescens 2137, P. fluorescens
WCS365, Azomonas agilis 125 e Azospirillum lipoferum. Todas as rizobactérias foram
capazes de colonizar as raizes de soja. Entretanto, segundo os autores, a coinocula¢do
de P. fluorescens 2137 e B. japonicum A1017 claramente aumentou as raizes de soja
por B. japonicum A1017, aumentando o nimero de nddulos, bem como a atividade da
nitrogenase do rizébio utilizado.

Como exemplo de fungos promotores de crescimento vegetal, podemos citar
o fungo Piriformospora indica, conhecido por promover o crescimento de diferentes
plantas, nas quais o mesmo foi encontrado colonizando endofiticamente as raizes. Na
interacdo do fungo Curvularia protuberata com a planta Dichanthelium lanuginosum,
nem a planta nem o fungo, quando crescidos isoladamente, toleram temperaturas
acima de 40°C, entretanto quando crescidos interagindo simbioticamente, ambos sao
capazes de tolerar temperaturas préximas a 65°C (MARQUEZ et al., 2007).

5.5 Mecanismos de promocao de crescimento vegetal por micro-
organismos

Fungos e bactérias promotores de crescimento vegetal estimulam o crescimento
daplanta por meio de efeitos biofertilizantes e bioestimulantes, aumentam a resisténcia
a doencas e melhoram a habilidade da planta de resistir aos estresses (QUECINE,
BATISTA; LACAVA, 2014).
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Os mecanismos envolvidos na promocdo de crescimento vegetal podem ser
os mais diversos possiveis e ainda ndo sdo amplamente compreendidos (Figura 3).
Dentre os mecanismos melhor estudados e explorados ha o estimulo do crescimento
das plantas por meio de mecanismos diretos com destaque para a fixagdo bioldgica
de nitrogénio, a solubilizacdo de fosfato, a produgdo de substancias ou metabdlitos
analogos a hormonios como auxinas e sideréforos e, por mecanismos indiretos, como
0 antagonismo contra fitopatégenos. O estudo das intera¢es micro-organismos-
planta visando melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na promocgdo de
crescimento vegetal permite a exploragdo para o aumento na produtividade agricola e
industrial, além de melhor entendimento da ecologia microbiana e ambiental.
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Figura 3 - Mecanismos envolvidos na promocdo de crescimento vegetal mediado por micro-
organismos

Fonte: Sharma et al. (2013).

5.6 Fixac¢do biolégica de nitrogénio

O nitrogénio, depois do C, H e O é o elemento mais demandado pelos vegetais,
sendo o elemento mais abundante do planeta. Esse elemento ¢ utilizado na sintese
de proteinas vegetais e acidos nucleicos, incluindo o DNA, no entanto, apesar de 78%
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do ar atmosférico ser constituido por nitrogénio livre na forma de gas (N,), a maioria
dos seres vivos é incapaz de aproveitd-lo no seu metabolismo nessa forma. Assim,
as principais fontes de nitrogénio para a planta sdo os materiais de origem vegetal e
animal no solo (matéria organica), fertilizantes industriais, sais de amonio e nitrato
trazidos da atmosfera pelas chuvas e o mecanismo de fixagdo bioldgica de nitrogénio
(MUNEES; KIBRET, 2014).

Na natureza, somente um pequeno nimero de bactérias, denominados
diazotréficos ou fixadores de nitrogénio, é capaz de reduzir nitrogénio atmosférico (N,)
a amonia (NH,) (Figura 4) em um processo biolégico denominado de fixagdo biolégica
de nitrogénio (FBN). Essa reacdo é catalisada pela enzima nitrogenase que é encontrada
em todos os organismos diazotréficos. As bactérias fixadoras de nitrogénio conseguem
quebrar a tripla ligagdo do N, por meio da adi¢do de um complexo enzimatico
denominado dinitrogenase. Deste modo, sdo incorporados fons H* abundantes nas
células das bactérias a esta amdnia, ocorrendo a transformagdo em ions NH," que
serdo distribuidos para a planta e incorporados na forma de nitrogénio organico. A
utilizacdo das bactérias diazotréficas pode representar grande estratégia para reduzir
a dependéncia de fertilizantes nitrogenados sintéticos, e pode suprir parcialmente as
necessidades de N requeridas por diversas culturas reduzindo, dessa forma, o uso de
fertilizantes nitrogenados com consequente diminuicdo de custos para o produtor e da
poluicdo ambiental (MOREIRA et al., 2010).

Figura 4 - Fixagdo de nitrogénio observada pela formac&o da pelicula em meio NFb semissélido
inoculado com o isolado endofitico bacteriano. As setas indicam a formagdo da pelicula.

Fonte: Os autores.
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5.7 Solubilizacao de fosfato

O fésforo é um elemento essencial para o estabelecimento e desenvolvimento
das plantas, pois melhora todo o sistema radicular e, consequentemente, a parte aérea.
Os solos sdo ricos em fosforo, tanto nas formas orgénicas como inorganicas, porém,
apenas uma pequena parte encontra-se disponivel as plantas. A utilizagdo de processos
microbioldgicos visa aperfeicoar o aproveitamento do fosfato e esta entre as possiveis
medidas para evitar a deficiéncia nutricional de fésforo, cuja maior reserva mineral
ocorre nas rochas em uma forma n&o disponivel para as plantas (LACAVA; AZEVEDO,
2013).

Os micro-organismos solubilizadores de fosfato participam do ciclo do fésforo
e facilitam a conversdo de formas insollveis para sollveis, tornando esse elemento
disponivel para a planta (Figura 5). Nesse sentido, a utilizacdo de micro-organismos
solubilizadores de fésforo é uma alternativa vidvel ao uso da adubacdo convencional
para o melhor aproveitamento do fésforo ja existente no solo (QUECINE; BATISTA;
LACAVA, 2014).

Destaca-se que, além das micorrizas, varios fungos endofiticos sdo dtimos
solubilizadores de fosfato, desempenhando um papel vital no ciclo desse elemento.
Dentre os géneros solubilizadores de fosfato encontram-se representantes dos géneros
Aspergillus e Penicillium (WHITELAW, 1999).

Figura 5 - Representacdo do diametro dos halos indicadores de solubilizacdo (Dh) e do didametro
da col6nia (Dc), em meio contendo fosfato de calcio insolivel, formados por isolado bacteriano
positivo.

Fonte: Os autores.
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5.8 Producdo de acido indol acético

O termo ‘regulador de crescimento’ é normalmente empregado para
compostos naturais (fito-hormonios e substancias naturais de crescimento) ou
sintéticos (hormdnio sintético e regulador sintético) que exibem atividade no
controle do crescimento e desenvolvimento da planta. O conhecimento dos
hormdnios promotores de crescimento vegetal é de extrema importancia, pois
favorecem o crescimento ou alteram mecanismos fisioldgicos vegetais beneficiando
a colonizacao da planta hospedeira por alguns micro-organismos em detrimento
de outros. (LACAVA; AZEVEDO, 2013).

Os hormdnios vegetais (auxinas, citocininas, giberelinas etileno e acido abscisico)
sdo substancias organicas que desempenham func¢des na regulacdo do crescimento
em plantas.Micro-organismos sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios, que
possuem substancias também capazes de promover o desenvolvimento vegetal. Dentre
esses metabdlitos secundarios, destaca-se a produgdo de anélogos de fito-hormdnios,
como auxinas, citocinas e giberelinas.

As auxinas, do grego ‘crescer, sdao uma classe de fito-hormonios que pode
ser produzida por plantas em apices foliares, meristemas, frutos e sementes em
desenvolvimento, bactérias e fungos. O acido indol acético (AlA), principal auxina
encontrada em baixas concentra¢des nas plantas, é capaz de atuar na expansdo e
no alongamento celular, ajudando também na divisdo celular em cultura de tecidos,
principalmente no enraizamento. Entretanto, altas concentra¢des de hormonios
podem causar a inibicdo da elongacdo celular afetando o desenvolvimento das raizes
em algumas culturas.

A habilidade de sintetizar auxinas é amplamente distribuida entre bactérias
associadas com plantas (ETESAMI; ALIKHANI; HOSSEINI, 2015). A produ¢do microbiana
de AIA é, em muitos casos, dependente do aminoacido triptofano e realizada em
diversas vias biossintéticas (Figura 6).

Diversas bactérias produtoras de AIA associadas as plantas produtoras
de AIA relacionadas ao estimulo de crescimento vegetal tém sido descritas,
tais como Acinetobacter, Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Curtobacterium,Enterobacter, Gluconacetobacter,Kocuria sp., Pantoea, Pseudomonas,
e Xantomonas (LACAVA; AZEVEDO, 2013).

Fito-hormonios como auxina e giberelina também s&o produzidos por fungos
endofiticos como exemplo, os isolados do género Phoma e Pennicilium.
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Figura 6 - Teste em triplicata de producdo de Acido Indol Acético (AIA) de 3 diferentes isolados -
(A) Sem produgdo de AlA. (B) Média produgdo de AlA. (C) Alta producdo de AIA.

Fonte: Os autores.

5.9 Producdo de sideroforos

Para satisfazer as exigéncias nutricionais de ferro, micro-organismos evoluiram
vias altamente especificas que empregam quelantes de ferro de baixo peso molecular,
denominados siderdforos. Os sideréforos microbianos sdo secretados para solubilizar
ferro de seu ambiente circundante (Figura 7), formando um complexo ferro-sideréforo
que pode mover-se por difusdo e ser devolvido a superficie da célula (ANDREWS;
ROBINSON; RODRIGUEZ-QUINONES, 2003) ficando entdo, o ferro disponivel para o
desenvolvimento bacteriano. Essa ligacdo ferro-sideréforo impede a proliferacdo de
patdgenos, pelo sequestro do ferro do meio ambiente, assim esses compostos atuam
como promotores indiretos de crescimento pela capacidade de prevenir a proliferagdo
desses fitopatdgenos no ambiente rizosférico. Hd muito tempo ja se comprovou
que isolados do grupo fluorescente do género Pseudomonas podem promover o
crescimento vegetal por privar de ferro potenciais fitopatégenos (KLOEPPER et al.,
1980).

A atividade de producdo de sideréforos desempenha também um papel central
na capacidade de diferentes micro-organismos em melhorar o desenvolvimento das
plantas. Ao contrario dos fitopatdgenos microbianos, as plantas ndo sdo prejudicadas
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com a deplecdo de ferro por micro-organismos endofiticos e RPCPs. Algumas plantas
podem capturar o complexo ferro-sideréforo microbiano, transportando-o para
dentro de suas células, onde o ferro é liberado do sideréforo e fica disponivel para
a planta (DIMKPA et al., 2008). Na variedade de micro-organismos conhecidos que
sintetizam siderdforos estdo incluidas bactérias dos géneros Aerobacter, Agrobaterium,
Micobacterium e Pseudomonas (BENITE; MACHADO, 2002).

Figura 7 - Detalhes da mudanga de cor e formagdo de halo utilizando o método CAS-agar para
detecgdo de sider6foros emisolados de Methylobacterium endofitico de citros. A) isolado AR5.1/6;
B) isolado AR5.1/5, C) isolado AR1.6/2.

Fonte: Os autores.

5.10 Controle bioldgico de fitopatogenos e insetos-pragas

O controle natural e bioldgico de pragas e doencas que afetam plantas cultivadas
ganhou muita atencdo nas Gltimas décadas como uma forma de reduzir o uso de
pesticidas na agricultura. O biocontrole tem sido frequentemente utilizado em paises
tropicais, como o Brasil, e é apoiado pelo desenvolvimento de pesquisa basica e
aplicada no local. Neste contexto, os enddfitos e rizobactérias tropicais tém atraido
atencdo especial para desenvolver suas fungdes no controle de doengas causadas por
fungos fitopatogénicos e insetos-praga (LACAVA; AZEVEDO, 2014).

Os micro-organismos endofiticos colonizam um nicho ecoldgico semelhante
aquele ocupado por fitopatdgenos, o que permite seu uso como agentes de controle
biolégico de doencas (HALLMANN et al., 1997).

A acdo de micro-organismos endofiticos e rizobactérias com potencial de
biocontrole pode ser direta ou indireta. A acdo direta inclui a interacdo entre o agente
de biocontrole e o agente fitopatogénico, com consequente inibicdo do ultimo. O
biocontrole pode ser classificado em quatro categorias: (1) antibiose, (2) competicao
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por espaco e nutrientes, (3) parasitismo e (4) por indugdo de resisténcia sistémica. A
acdo indireta de biocontrole pode ser a simples ocupacdo de espaco por um endoéfito
no interior de uma planta hospedeira que impede que um fitopatégeno se estabeleca
(GRIFFIN, 2014).

O biocontrole por antibiose se da por meio da producdo de antibidticos por micro-
organismos endofiticos, mas também se aplica a qualquer composto metabolizado
capaz de matar ou inibir o crescimento ou a reproducdo de micro-organismos
fitopatogénicos, tais como a producdo de enzimas que degradam sua parede celular
(GRIFFIN, 2014) (Figura 8).

Figura 8 - Antagonismo entre bactérias endofiticas e o fungo fitopatogénico F. verticillioides. (1)
Controle - F. verticillioides; (2) Inibigao; (3) Inibi¢do.

Fonte: Os autores.

Outro mecanismo envolvido no controle bioldgico de doencas é por meio da
inducdo de resisténcia sistémica (IRS). Neste tipo de controle, a penetragdo ativa do
micro-organismos endofitico induz a planta hospedeira a sintetizar compostos que
atuam sobre o patégeno ou alteram a morfologia vegetal. Estas alteracdes morfoldgicas
e fisioldgicas podem incluir aumento da parede celular por deposicdo de lignina e
glucanas e aumento da espessura da cuticula, bem como a sintese de fitoalexinas,
dificultando a entrada do patégeno e o seu desenvolvimento na planta hospedeira.

Algumas espécies de fungos endofiticos, como Fusarium oxysporum, apresentam
linhagens ndo patogénicas que possuem efeito supressivo nas linhagens patogénicas
(FRAVEL; OLIVAIN; ALABOUVETTE, 2003), provavelmente em fun¢do da competicao por
carbono, espaco e sitios de infecgdo. Alids, uma grande variedade de espécies fungicas
é capaz de atuar como agente de controle bioldgico de fitopatégenos, sendo que
fungos do género Trichoderma apresentam grande destaque nessa funcdo (WHIPPS;
LUMSDEN, 2001). Inclusive, Trichoderma spp. exibem outras formas de contribuir
com o desenvolvimento e salde da planta, pois também sdo capazes de promover
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crescimento vegetal, induzir respostas de defesa e atuar como biorremediadores
(HARMAN, 2006).

5.11 Conclusoes

Existem provas contundentes na literatura que indicam que o uso de
rizobactérias e micro-organismos endofiticos promotores de crescimento vegetal
apresentam o potencial de serem historias de sucesso na agricultura sustentavel.
De fato, por meio de seus numerosos mecanismos de acdo, sejam eles diretos ou
indiretos, que levam aos seus efeitos benéficos de promocdo de crescimento de
plantas, aumentos de rendimento e qualidade nas culturas e controle bioldgico
de doencas e pragas, esses micro-organismos tém o potencial de reduzir
significativamente a utilizacdo de fertilizantes, pesticidas quimicos e reguladores
de crescimento artificiais.

Mais pesquisas visando compreender os mecanismos de acdo desses micro-
organismos podem abrir caminho para a descoberta de cepas e formulacdes mais
eficientes, capazes de funcionar em diversificadas condi¢Ses agroecoldgicas.
O avanco do conhecimento nessa area é claramente muito promissor e
provavelmente tera impactos econdmicos e ambientais significativos no futuro a
medida que for se transformando em produtos ou servigos para os agricultores e
para a sociedade.
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CAPITULO VI

Fixacdo biologica de nitrogénio:
fundamentos e aplicacoes

Fabio Bueno dos Reis Junior, Iéda de Carvalho Mendes, Mariangela Hungria

6.1 Introducao

O nitrogénio (N) é um elemento essencial para a vida de todos os organismos
terrestres, pois esta presente nos aminodacidos, nas proteinas, nas moléculas de DNA e
RNA, além de outras estruturas celulares.

O N ndo é considerado um elemento raro, j& que o gas N, representa 78% do ar
atmosférico. No entanto, devido a estabilidade da tripla ligacdo entre os dois tomos
de N, nessa forma, esse elemento é inacessivel a grande maioria dos organismos. Um
grupo de procariotos, bactérias e arqueas, porém, possui a capacidade converter o N,
em amdnia (NH,), por meio de um aparato enzimatico conhecido como nitrogenase.
Essa conversdo do N, a NH, é denominada de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) e os
organismos envolvidos nesse processo sdo conhecidos como diazotréficos (di = dois,
azoto = nitrogénio, tréficos = consumidores) ou fixadores de nitrogénio. Imediatamente
a amonia formada recebe ions hidrogénio, sendo transformada em aménio (NH,’),
sendo entdo exportada das células, podendo ser transformada em outros compostos
nitrogenados; em diversos casos, esses compostos sao disponibilizados para plantas
gue se associam a esses micro-organismos.

A FBN é responsavel por mais de 97% de todo o ‘novo’ N introduzido nos
ecossistemas naturais. Se considerarmos toda a biosfera, englobando sistemas naturais
e sistemas agricolas, a FBN contribui com cerca de 65% do total de N introduzido
no planeta. O N limita a produgdo primaria em ecossistemas terrestres e dentre os
nutrientes minerais essenciais é, em geral, o mais limitante a producdo vegetal. Por
isso, a FBN pode ser considerada, apds a fotossintese, o processo biolégico mais
importante do planeta.

Na agricultura, principalmente nos solos tropicais, pobres em N, a continua
adicdo desse nutriente é necessaria para manter a fertilidade dos solos e a nutrigdo e
produtividade das plantas. A grande demanda atual por alimentos, associada a limitada
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disponibilidade de N e a alta dependéncia das culturas por esse elemento estimularam
mundialmente o crescimento da industria de fertilizantes nitrogenados, dobrando
o fluxo de nitrogénio no ciclo terrestre. Tal perturbagdo é insustentavel e resulta em
consequéncias para o meio ambiente, incluindo a producdo de potentes gases de
efeito estufa e a eutrofizagdo de sistemas aquaticos. Dessa maneira, pode-se afirmar
que a FBN representa a via mais barata e ambientalmente correta de fornecimento
de N para as plantas. Se a associacdo entre estes micro-organismos diazotroéficos e as
plantas for eficiente, o N fixado pode suprir quase todas as necessidades de diversas
espécies de importancia econémica e ambiental, dispensando o uso de fertilizantes
nitrogenados. A fdrmula para se alcancar a crescente demanda global por alimentos,
fibras e bioenergia passam, necessariamente, pelo uso eficiente de recursos, sendo a
chave para a sustentabilidade do setor agropecuario. A FBN, sem sombra de dividas, é
parte importante dessa equacao.

6.2 Organismos fixadores de nitrogénio

Apesar de ocorrerem varios tipos de associagGes e interagles entre organismos
diazotroficos e seus hospedeiros, de maneira geral, pode-se considerar que a FBN
ocorre por meio de duas vias principais, a simbidtica e a de vida livre. Geralmente,
a FBN simbidtica é relacionada com a associacdo mutualistica entre plantas e seus
microssimbiontes diazotréficos, que ocupam nédulos formados, principalmente, nas
raizes do hospedeiro e na grande maioria de casos com leguminosas. No entanto,
também existem outras intera¢des simbidticas, que podem ocorrer entre os micro-
organismos diazotroficos e uma diversidade de parceiros eucaridticos, como animais,
fungos e protistas. O restante, incluindo aqui a FBN realizada por bactérias epifitas
(localizadas na superficie da parte aérea de plantas), endofiticas (localizadas no interior
de plantas), por bactérias associadas a rizosfera das plantas, ou mesmo n&o associadas
a plantas, pode ser considerado de vida livre.

Os procariotos fixadores de nitrogénio sdo praticamente ubiquos nos ecossistemas
terrestres, habitam uma ampla variedade de ambientes, desde solos, plantas, mares e
oceanos, até o sistema digestivo de alguns insetos e mamiferos. Esses micro-organismos
podem ser autotroficos, heterotréficos, quimiolitotréficos, foto-heterotréficos e
metanogénicos. Eles sdo representados tanto por aerdbios obrigatérios, quanto
por anaerdbios facultativos ou obrigatdrios. Essa grande diversidade metabélica é a
principal responsavel pela miriade de ambientes que podem ser ocupados por esses
micro-organismos.Alistaconhecidadediazotréficosaindaestalonge de serconsiderada
completa e novas técnicas que envolvem a utilizagdo de ferramentas da biologia
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molecular tém identificado novos taxons a cada dia, também acessando informacdes
sobre a porcdo ainda ndo cultivada da microbiota. As nitrogenases de arqueas e
bactérias sdo relacionadas filogeneticamente e, supostamente, o ultimo ancestral
comum entre esses dois dominios era um organismo diazotréfico. Outra hipétese
é de que a FBN tenha sua origem em arqueas metanogénicas e, posteriormente, foi
transferida dessas para as bactérias. Nesse capitulo sera dada énfase a FBN associada
aos vegetais.

6.3 A nitrogenase

AreacaodaFBN, governada pela nitrogenase, pode ser representada pela equacao
N,+8H"+6e>2NH,+H,eéacopladaa hidrdlise de 16 equivalentes de ATP. Esse é um dos
processos de maior custo metabdlico conhecido, o que é traduzido pela alta demanda
por ATP e poder redutor. Além disso, o hidrogénio molecular (H,) obrigatoriamente
produzido nessa reacdo resulta em perda de energia e elétrons. Algumas bactérias
diazotrodficas, porém, possuem uma segunda enzima, a hidrogenase, capaz de oxidar o
H,, produzindo ATP e recuperando parte dessa energia perdida durante a FBN.

Na maioria dos diazotréficos, as nitrogenases, classificadas como
metaloproteinas, contém duas unidades, a dinitrogenase redutase (ferro (Fe)-
proteina) e a dinitrogenase (molibdénio (Mo)-Fe-proteina). Essas unidades
interagem durante a FBN, com a Fe-proteina sendo responsavel pela transferéncia
de elétrons para a reducdo do N, e a Mo-Fe-proteina apresentando o sitio ativo
da reagdo. Contudo, existem também diazotréficos que possuem nitrogenases
alternativas, como aquelas onde o vanadio (V) substitui o Mo. Essa alternativa pode
ser vantajosa em condi¢Ges onde o Mo é limitante.

Pelo menos 20 genes e seus produtos sdo necessarios para a sintese completa
e funcional do aparato enzimatico responsavel pela FBN. Esses genes envolvidos
na sintese da nitrogenase sdo conhecidos coletivamente como genes nif. Os genes
acessorios fixtambém sdo necessarios parao funcionamento e regulacdo da nitrogenase
em bactérias diazotréficas microaerdbias e aerdbias.

De maneira geral, a nitrogenase é extremamente sensivel ao O,, sendo
desnaturada irreversivelmente na presenca desse gas. Desse modo, varios mecanismos
de protecdo foram desenvolvidos. Como exemplos, podem-se citar o isolamento
da FBN em locais onde a concentragdo de O, é mantida baixa, usando componentes
celulares; a separacdo da FBN, no tempo, de processos que resultam em evolugdo de
0,, como a fotossintese; o incremento da respiragdo para manter niveis minimos de O_;
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entre outros. Esses mecanismos de prote¢do serdo citados especificamente para cada
sistema fixador apresentado nesse capitulo.

6.4 Regulacao da FBN

A FBN pode ser afetada por diferentes fatores bidticos e abidticos, como
a disponibilidade de N reativo, a limitacao de recursos (energia e nutrientes),
extremos de temperatura, condi¢des de seca ou alagamento, pH etc. Como a
magquinaria genética e bioquimica que realiza FBN é altamente conservada em
toda a ampla gama de micro-organismos diazotréficos, as condi¢des ambientais
e fisioldgicas que poderiam controlar a FBN tendem a ser semelhantes entre os
distintos taxons.

Em razdo da FBN ter elevado custo energético, os micro-organismos
(particularmente bactérias) diazotréficos e as plantas associadas a essas bactérias
geralmente paralisam o processo na presenca de formas reativas de N. Diferentes
mecanismos tém sido identificados associados a essa paralizacdo, como a inibi¢do
da atividade da nitrogenase e a repressdo da expressdo dos genes nif em resposta a
presenca de NO,, NH,", e/ou N na forma de aminodcidos. Nas associagdes simbidticas
entre rizobios e leguminosas, a nodulagcdo pode ser drasticamente afetada pela
presenca de N reativo no solo. As leguminosas desenvolveram um mecanismo para
detectar compostos nitrogenados no solo, tais como nitrato e amonio, o que lhes
permite reduzir a nodulacdo quando essas fontes de nitrogénio estdo disponiveis em
grande quantidade. De maneira geral, a FBN é estimulada quando existe disponibilidade
de carbono (C) e escassez de N no ambiente.

Adisponibilidade de outros nutrientes também é importante para a FBN. O fosforo
(P) é relatado como um dos nutrientes mais limitantes a FBN, particularmente pela alta
demanda do processo por ATP. Como observado em diversos estudos, a fertilizacdo
com P estimula a FBN. Assim como no caso do P, a deficiéncia de Mo também limita a
FBN. Aparentemente, a Mo-nitrogenase é a mais eficiente em termos de FBN e quando
0 Mo ndo esta disponivel os diazotréficos utilizam nitrogenases alternativas, menos
efetivas.

A FBN é mais elevada nos biomas mais quentes e, em geral, incrementos na
disponibilidade de agua resultam em incrementos nas taxas de fixacdo do N,. Pequenas
alteracSes na umidade dos substratos podem apresentar grandes efeitos sobre esse
processo bioldgico, principalmente em ambientes mais secos. Contudo, o alagamento
também prejudica a FBN, pois, em muitos sistemas fixadores deve haver O, disponivel
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para os micro-organismos aerdbios, que é necessario para a producdo de ATP requerido
para o processo de fixagdo do N..

O pH do ambiente tem efeito sobre os organismos diazotréficos e,
consequentemente, sobre a FBN. Nos solos, os diazotréficos podem ter seu crescimento,
sobrevivéncia e abundancia altamente influenciados pelo pH. Em pH baixo, 0o aumento
da concentracdo e solubilidade de ions metalicos tdxicos aluminio, cobre e manganés
(AP, Cu** e Mn*) representam a principal causa de inibi¢do do crescimento desses
organismos.

Vale ressaltar que, no caso das simbioses, a FBN é regulada por ambos os
simbiontes. Desse modo, se o hospedeiro for limitado por fatores bidticos (ex.: pragas
e doencas) ou abidticos (ex.: deficiéncia de nutrientes, acidez do solo, salinidade, seca
etc) o fornecimento de energia (C) para os organismos diazotréficos serd afetado e,
consequentemente, a FBN sera limitada.

6.5 Simbiose entre rizébios e leguminosas

NasinteracGes simbidticas as bactérias fornecem o N reduzido para as plantas, que
em contrapartida disponibilizam compostos de carbono para seus microssimbiontes.

Por ser considerada a mais eficiente e por abranger culturas vegetais importantes
para a alimentacdo humana, a FBN, proveniente da simbiose de bactérias diazotréficas
com plantas leguminosas, é a mais estudada e, consequentemente, a mais conhecida.
Dada a sua eficiéncia, a contribuicdo da FBN em leguminosas é fundamental para o
ciclo global do N e para a recuperacao e manutencao da fertilidade do solo.

Os microssimbiontes mais conhecidos nessas intera¢des pertencem a ordem
Rhizobiales, incluindo os géneros Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium (Ensifer), denominados corriqueiramente
como rizdbios. Entretanto, com o incremento nos estudos de filogenia, utilizando
técnicas de biologia molecular, diversas outras a-proteobactérias foram identificadas
como microssimbiontes de leguminosas, incluindo estirpes de Methylobacterium,
Blastobacter, Devosia, Phyllobacterium, Ochrobactrum, Shinella e Microvirga. Além disso,
também foram descobertos membros das 3-proteobactérias, em especial Burkholderia
spp. e Cupriavidus spp., em simbiose com leguminosas tropicais, que passaram
imediatamente a serem conhecidos como os B-rizébios (MOULIN et al., 2002). Na maior
parte dos casos, os B-rizébios sdo encontrados em associacdo com leguminosas da
subfamilia Mimosoideae. No entanto, novas descobertas sugerem que a interagdo de
leguminosas com essas bactérias parece ser muito mais ampla do que inicialmente
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imaginado. Burkholderia spp. foram encontradas em simbiose com plantas de géneros
diversos, como Rhynchosia, Podalyria, Virgilia, Cyclopia e Hypocalyptus. Essas bactérias
também ja foram isoladas de nddulos de leguminosas de importéncia agricola, como
o feijoeiro comum e feijdo-caupi. Até o momento foram descritas 197 espécies de
rizdbios, que sdo distribuidas em 14 géneros nas classes Alpha (a-Proteobacteria) e
Betaproteobactéria (B-Proteobacteria) (PEIX et al., 2015).

As bactérias diazotréficas se associam simbioticamente as leguminosas formando
estruturas especializadas nas raizes denominadas nddulos (Figura 1), nos quais ocorre
o processo de FBN. Nos nddulos, ions hidrogénio (H*), abundantes nas células das
bactérias, sdo incorporados a amdnia sintetizada, que é transformada em amoénio
(NH,"), que sera distribuido para a planta hospedeira e incorporado em diversas formas
de N organico, como os ureidos, aminodacidos e amidas.

Figura 1 - Nodulos nas raizes de feijoeiro (Phaseolus vulgaris). Dentro dos nddulos ocorre
o processo de fixagdo bioldgica de N, pela agdo do complexo enzimético da nitrogenase,
responsavel pela reducdo do N, atmosférico a aménia.

Fonte: Acervo particular da Dra. Solange Andrade - Embrapa Cerrados.

Demaneirageral,aformacdo dosnddulosrequerduas etapasde desenvolvimento,
a infeccdo bacteriana e a organogénese do nédulo. Ambos os processos requerem,
inicialmente, uma troca de sinais moleculares entra as plantas e as bactérias. As plantas
produzem flavonoides ou compostos relacionados (compostos aromaticos), enquanto
os rizbios sintetizam os fatores de nodulacdo (fatores Nod), identificados como
lipoquitoligossacarideos, permitindo a interacdo especifica entre os dois parceiros
simbiontes. Esses sinais irdo induzir a transcri¢do de genes que levardo a formacdo do
nédulo e, consequentemente, a FBN. Os genes de nodulagdo dos rizébios sdo essenciais
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para a formacdo dos nddulos e estdo envolvidos na sintese e transporte dos fatores de
nodulacdo. A especificidade hospedeira é baseada nas varia¢des estruturais entre os
fatores Nod produzidos por diferentes rizdbios.

Antes de a simbiose ser formada, os rizébios podem sobreviver de forma
saprofitica no solo e na rizosfera das plantas. O reconhecimento dos rizébios pelas
raizes das plantas hospedeiras inicia o processo de formacdo dos nddulos; em poucos
casos os nddulos sdo formados no caule de algumas espécies. A infeccdo das raizes
pelos rizdbios pode ocorrer via pelos radiculares (ex.: soja, ervilha, trevo, feijdo), feridas
nas raizes (ex.: amendoim) ou de modo intersticial entre as células da epiderme (ex.:
Sesbania, Aeschnomene).

No modo de infec¢cdo mais comum, a adesdo das bactérias estimula uma série de
alteragbes morfoldgicas e fisioldgicas no pelo radicular, causando seu encurvamento.
0 corddo de infec¢do € umainvaginacdo do pelo radicular, que segue até o cortex, onde
ocorre o aumento de tamanho e a divisdo celular, levando ao inicio da formacdo do
nddulo. No ponto de contato com as células corticais ha uma degradacdo da parede
celular e os rizdbios sdo liberados no interior dos nédulos. A fonte de enzimas para
essa degradacdo da parede celular pode ser originada das plantas, das bactérias ou,
possivelmente, de ambos os organismos.

Dentro dos nddulos os rizébios se diferenciam em bacteroides e sdo envolvidos
poruma membrana produzida pela planta, conhecida como membrana peribacteroide,
formando o simbiossoma. Assim, as bactérias permanecem separadas do citoplasma
celular do hospedeiro. Com os nddulos formados os feixes vasculares da planta
sdo estendidos até eles para permitirem a troca de nutrientes. Apds a formacdo do
simbiosoma, o rizdbio fixa o nitrogénio que é fornecido a planta recebendo, em troca,
compostos ricos em carbono, aminoacidos e vitaminas.

Os nddulos radiculares diferem em aparéncia e estrutura, dependendo da espécie
hospedeira. Algumas leguminosas desenvolvem nddulos de crescimento determinado
que sdo, geralmente, esféricos e ndo possuem meristema ativo (ex.: soja, feijao). Outras
espécies possuem nédulos de crescimento indeterminado, com formato cilindrico e
meristemas ativos, o que permite o crescimento e a producdo de novas células corticais
em resposta ao crescimento da planta (ex.: alfafa, trevo).

Os ndédulos tém sua estrutura e fungdo voltadas para fornecerem um ambiente
microaerébio para a FBN. Uma baixa concentracdo de O, dentro do nédulo é essencial,
devido a sensibilidade da nitrogenase a esse gas, mas, ao mesmo tempo, os rizdbios
sdo aerdbios obrigatérios e necessitam de O,. Esse problema é solucionado com a
producdo, pelas células corticais infectadas das plantas, de uma proteina carreadora,
conhecida como leghemoglobina, que permite a transferéncia de O, para as bactérias
nas concentra¢des adequadas. Os rizobios em simbiose desenvolvem alto grau de
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dependéncia da planta em muitos aspectos de seu metabolismo, que de certa forma é
analogo ao de uma organela.

E interessante notar que, mesmo sendo considerado um ambiente mais
restrito a coloniza¢do, a diversidade bacteriana no nédulo pode ser muito maior
do que poderia ser esperado, com grande nimero de bactérias coabitando essa
estrutura junto com os rizdbios. De Meyer et al. (2015), por exemplo, identificaram
uma larga diversidade de bactérias ndo nodulantes no interior de nddulos. Nesse
trabalho, foram caracterizados 654 isolados obtidos de nddulos de 30 espécies
de leguminosas. Esses isolados estavam relacionados a 50 géneros diferentes,
a maioria pertencente a Bacillus, Pseudomonas e Paenibacillus. Segundo os
autores, dos 50 géneros encontrados, 33 foram reportados pela primeira vez em
ndédulos, como Pantoea, Corynebacterium, Chryseobacterium, Sphingomonas e
Xanthomonas. Os mecanismos de coloniza¢do dessas bactérias ainda ndo estdo
bem estabelecidos e o seu papel no interior dos nédulos ainda é pouco conhecido.
No entanto, a maioria delas geralmente apresenta caracteristicas fisioldgicas que
as qualifica como promotoras de crescimento de plantas.

6.6 A simbiose actinorrizica

As denominadas plantas actnorrizicas tém a capacidade de desenvolver simbiose
com o actinomiceto diazotrofico Frankia. O estabelecimento dessa simbiose também
resulta na formagdo de nddulos nas raizes, assim como em rizdbio-leguminosa. Essas
plantas, arbustos ou arvores ndo leguminosas, sdo representadas por um grupo diverso
de cerca de 200 espécies pertencentes a oito familias, distribuidas em trés diferentes
ordens (Fagales, Rosales e Cucurbitales). As espécies actinorrizicas compartilham
um ancestral comum com as leguminosas, de onde se sugere que a capacidade de
nodulagdo foi adquirida. Plantas actinorrizicas podem ser utilizadas como pioneiras
na recuperacdo de areas degradadas (ex.: Alnus, Shepherdia, Elaeagnus, Hippophae,
Casuarina), na formacdo de quebra-ventos, em projetos paisagisticos, na producdo de
madeira e até na alimenta¢do humana e animal (ex.: Ceanothus, Purshia).

As taxas de FBN em associages actinorrizicas podem ser similares aquelas
observadas na simbiose rizobio-leguminosa, atingindo até 300 kg N/ha/ano (WHEELER;
MILLER, 1990). Um levantamento da quantificacdo da FBN em ambientes naturais
mostrou que a porcentagem de N proveniente do ar foi maior em plantas actinorrizicas
que em leguminosas (ANDREWS et al., 2011). Adicionalmente, ao contrario dos rizébios,
além de fixar N, em condi¢Ges simbiéticas, Frankia também apresenta essa capacidade
em condigdes aerdbias em vida livre.
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Filogeneticamente, Frankia, um actinomiceto filamentoso Gram-positivo, é
distante dos rizdbios, que sdo bactérias unicelulares Gram-negativas. As dificuldades
para crescer e isolar Frankia em meio de cultivo limita maior entendimento sobre as
simbioses actinorrizicas. Algumas estirpes tiveram seus genomas sequenciados, mas
a auséncia de ilhas simbidticas, como nos rizébios, dificulta a identificagdo dos genes
simbidticos. Contudo, existem indicios de que, como observado na simbiose rizébio-
leguminosa, Frankia possua genes similares aos nod e que a nodulacdo e a interacao
com plantas actinorrizicas também sejam mediadas pela troca especifica de sinais
moleculares entre os parceiros simbidticos.

Existem dois modos de infec¢cdo/colonizacdo descritos para Frankia, que variam de
acordo com a planta hospedeira, um intracelular, por meio dos pelos radiculares e outro
intercelular. A infecgdo intracelular comega com a deformacao dos pelos radiculares e
uma deposicao de material de parede celular, quando Frankia se torna envolvida em
uma estrutura analoga ao corddo de infec¢do da simbiose rizbio-leguminosa. Durante
o processo de infeccdo as hifas filamentosas de Frankia se proliferam nas células
infectadas do hospedeiro. Em seguida, as pontas das hifas se diferenciam em vesiculas,
onde o nitrogénio sera fixado. Na infeccdo intercelular as hifas seguem via apoplasto
entre as células corticais, junto a uma matriz eletro-densa, que pode representar
o equivalente ao encapsulamento descrito nos corddes de infeccdo. Em ambos os
modos de infeccdo, a entrada de Frankia estimula a divisdo celular no cértex radicular
formando uma zona mitdtica ativa denominada pré-nddulo. Quando o pré-nédulo é
infectado ocorre aumento do tamanho de suas células e o processo de FBN ¢é ativado.

Existem diferentes modos de prote¢do da nitrogenase contra o O, nas associagdes
actinorrizicas. Em vida livre, Frankia forma vesiculas de parede celular espessa, onde
a nitrogenase fica protegida. Em simbiose, os sistemas de protecao irdo depender da
planta hospedeira, e envolvem lignificagdo da parede celular e formacdo de vesiculas,
além das leghemoglobinas.

6.7 A simbiose Parasponia-rizobios

Parasponia spp. sdo plantas (arvores tropicais restritas ao arquipélago malaio)
que pertencem a familia Ulmaceae e formam simbiose com rizébios. Essas plantas
sdo as Unicas ndo leguminosas capazes de desenvolver uma relagdo simbidtica com
essas bactérias. Essa associacdo é considerada recente quando comparada a simbiose
rizbbio-leguminosa. Parasponia andersonii, a espécie mais estudada, é capaz de formar
simbiose com quatro diferentes géneros de rizobios, sendo assim considerada uma
planta promiscua.



BIOTECNOLOGIA MICROBIANA AMBIENTAL

Essa simbiose também é dependente de fatores de nodulacdo. A infecgdo das
bactérias se da por meio de feridas nas raizes e se assemelha ao processo descrito
para plantas actinorrizicas. Ao contrario do que ocorre em leguminosas, os rizobios
permanecem no corddo de infeccdo durante o processo simbidtico. Proteinas do tipo
leghemoglobina foram isoladas de Parasponia.

Apesar de serem plantas restritas a um local muito especifico, a interacdo
Parasponia-rizdbios pode ser valiosa na pesquisa sobre a simbiose entre plantas e
bactérias diazotrdficas. Como essa simbiose é mais recente, estudos evolutivos podem
permitir maior compreensdo dos mecanismos envolvidos na simbiose.

6.8 As cianobactérias

As cianobactérias representam um grupo diverso de procariotos fotossintéticos
que ocorrem em ambientes marinhos, aquaticos e terrestres. As cianobactérias
fixadoras de nitrogénio formam simbiose com diversos hospedeiros, como fungos e
plantas bridfitas, cicaddfitas, pteriddfitas (Azolla) e a angiosperma Gunnera, além de
esponjas e corais.

Estudosdasimbioseentreascianobactérias Nostoce Richelia comseushospedeiros
Gunnera e Rhizosolenia, respectivamente, mostraram que os microssimbiontes podem
ser adquiridos do ambiente, ou serem transmitidos de geracdo em geracdo. Com
excecdo, principalmente, da simbiose com Azolla, que é tida como obrigatéria para o
microssimbionte, a maioria das outras associa¢Ges é facultativa e ambos os parceiros
simbidticos podem ser isolados ou cultivados de maneira independente.

Essas bactérias, principalmente Nostoc sp., tém a capacidade de colonizar
diferentes 6rgdos das plantas, seja no interior das células, como no caso da familia
Gunneraceae, ou extracelularmente, como em Azolla e Cycadaceae.

Para o estabelecimento da simbiose, os organismos hospedeiros devem atrair e
internalizar as cianobactérias e, em seguida, regular o seu crescimento e diferenciagéo.
A cianobactéria, por sua vez, deve evitar o estimulo das respostas de defesa da planta e
adaptar seu metabolismo ao novo ambiente. Esses eventos requerem uma sofisticada
comunicacdo entre a planta e a cianobactéria. A simbiose causa alteracdes em ambos
os parceiros. As estruturas simbidticas e os 6rgdos do hospedeiro que alojam as
cianobactérias sdo aumentados. Com relacdo ao microssimbionte, apds infectar o
hospedeiro, suas células vegetativas sofrem alteracbes morfoldgicas, aumentando de
tamanho e alterando sua forma. O desenvolvimento de heterocistos apds a infeccdo
das plantas é essencial para o funcionamento da simbiose. O heterocisto representa
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um tipo de célula especializada, presente em espécies de cianobactérias filamentosas
diazotréficas, onde ocorre a FBN, suas paredes sdo espessas, dificultando a troca de
gases e, assim, protegendo a nitrogenase do O,

Em Azolla, as cianobactérias (Nostoc sp. e/ou Anabaena sp.) sdo hospedadas em
cavidades altamente especializadas localizadas na parte dorsal das folhas. A simbiose
entre essa pteridofita e as cianobactérias tem sido explorada por muitos anos como
uma fonte de N para a agricultura e é extensamente utilizada como adubo verde ou
biofertilizante na cultura do arroz irrigado, com adi¢es que chegam a até 100 kg de N/
ha/ano.

Como a FBN é um processo com alto custo energético, ndo chega a ser
surpreendente que micro-organismos fotossintéticos sejam os maiores fornecedores
de N fixado em solos de alguns ecossistemas. Crostas biolégicas formadas em solos
de regiGes aridas e semiaridas sdo ricas em micro-organismos fotossintéticos, muitos
deles fixadores de N,. Em um estudo de quantificagdo da FBN por crostas biolégicas,
em dunas de areia, em Israel, as taxas de N proveniente da FBN foram da ordem de 10-
41 kg N/ha/ano (RUSSOW; VESTE; BOHME, 2005).

6.9 FBN em vida livre (FBN assimbiotica)

Os organismosdiazotréficos devidalivre sdo capazes de fixar N, sem a necessidade
de um hospedeiro. De maneira geral, utilizam como energia substratos disponiveis no
ambiente e ndo excretam, ou excretam apenas parte do NH4" produzido.

Estimativas em areas ndo cultivadas apontam para uma quantidade de N fixado
por esses organismos entre 5-35 kg de N/ha/ano, o que contribui para a manutencao
dos niveis de fertilidade nesses ambientes naturais (STEVENS et al., 2004). Isso pode
representar uma importante entrada de N, particularmente em ambientes com menor
numero de plantas capazes de formarem associa¢es simbidticas.

O pioneirismo e a dedica¢do da pesquisadora doutora Johanna Dobereiner fez
com que o Brasil se tornasse um dos lideres mundiais na pesquisa sobre bactérias
diazotréficas associadas a gramineas. Ja no inicio da década de 1960, ela publicava
seus primeiros trabalhos mostrando a associacdo de gramineas com esses micro-
organismose,apartirdeentdo, participou ativamente de novas descobertas envolvendo
a associacdo dessas bactérias com diversas gramineas, dentre outras plantas.

Em areas agricolas, ha relatos de que de 10 a 60% do N acumulado na planta
podem ser provenientes do N, atmosférico, em milho, arroz, cana-de-actcar, algumas
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gramineas forrageiras e outras ndo leguminosas. Esses valores sdo significativos,
mostrando que a FBN pode vir a substituir, em parte, os fertilizantes nitrogenados
utilizados nas areas de agricultura moderna e intensiva, tendo ainda um papel mais
expressivo em locais onde se pratica agricultura tradicional, ou em sistemas agricolas
onde o aporte de fertilizantes é baixo.

Diferentemente dos rizdbios em simbiose com leguminosas, as bactérias
diazotroficas associadas a gramineas e outras ndo leguminosas ndo formam nédulos.
Esses organismos podem ser encontrados em ambientes muito diversos, como
serapilheira, solo e rizosfera, ou até mesmo no interior de tecidos das raizes, colmos
e folhas das plantas, quando sdo conhecidas como bactérias enddfitas ou endofiticas.
O termo enddfito é utilizado para micro-organismos que podem colonizar o interior de
tecidos, promovendo beneficios as plantas. Bactérias diazotrdficas de géneros como
Herbaspirillum e Gluconacetobacter, por exemplo, colonizam o interior de vegetais e
apresentam baixa capacidade de sobrevivéncia no solo.

A colonizacdo endofitica traz vantagens para as bactérias, que recebem os
nutrientes diretamente no interior do vegetal, sem sofrer estresses ou competicao
com outros organismos do solo, além de, provavelmente, poderem colonizar sitios
onde o acesso de O, é restrito, ndo tendo assim problemas de inibi¢do da atividade
da nitrogenase. Além disso, as bactérias podem prontamente disponibilizar parte do
N fixado.

Apesar de ndo haver uma relacdo simbidtica estabelecida com os organismos
diazotroficos de vida livre e as plantas, existem varios mecanismos que podem
controlar essa associacdo. As bactérias sdo estimuladas por exsudatos radiculares
e atraidas para a regido rizosférica. Alguns estudos mostraram que, assim como em
algumas associag¢des simbidticas, compostos fendlicos, principalmente flavonoides,
também parecem ser importantes sinais emitidos pelas plantas nas interagdes
com bactérias de vida livre. Flavonoides estimularam a colonizacdo de trigo por
Azospirillum brasilense e Arabidopsis por Herbaspirillum seropedicae (WEBSTER
et al., 1998). Além disso, foi mostrado que a flavonona naringenina é capaz de
regular genes de H. seropedicae envolvidos no processo de colonizagdo (TADRA-
SFEIR et al., 2011). Assim como observado em outras associacdes planta-bactéria,
polissacarideos de superficie (LPS) também estdo envolvidos na colonizagdo de
raizes.

Ha indicacdes de que as respostas da planta durante essas associacOes sdo
controladas tanto pelo seu gendtipo, quanto pelas estirpes de bactérias. Em analises
de transcriptémica em cana-de-aclcar, por exemplo, varios genes diferencialmente
expressos foram identificados durante os estagios iniciais da associagdo com bactérias
diazotroéficas (CARVALHO; FERREIRA; HEMERLY, 2011). Esses genes estdo ligados
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a diversos processos, como o reconhecimento planta/micro-organismo, defesa,
sinalizagao de fitormonios, crescimento e metabolismo do N, indicando que o vegetal
participa ativamente da associagdo com essas bactérias.

No caso das bactérias endofiticas, sua entrada nas plantas ocorre,
preferencialmente, em tecidos ndo diferenciados na ponta das raizes e feridas
encontradas em pontos de emergéncia de raizes laterais. Aparentemente, pectinases e
celulases de alguns diazotréficos contribuem para o processo de infec¢do, degradando
a parede celular das plantas, abrindo caminho através da endoderme, para continuar
a colonizagdo no interior do vegetal. Depois de alcancado o interior, alguns enddfitos
colonizam espacos intercelulares do cértex radicular, ou se movem em direcdo ao
xilema, para em seguida se espalharem nos colmos e folhas das plantas.

Bactérias diazotrdficas de vida livre, dos mais diferentes géneros e espécies, tém
sido relatadas em associacdo com um grande nimero de plantas ndo leguminosas
nos mais diversos biomas, incluindo Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Beijerinckia,
Burkholderia, Derxia, Enterobacter, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Klebsiella,
Paenibacillus, entre outras.

Membros da ordem Rhizobiales também sdo encontrados em associa¢do n&o
simbidtica com plantas ndo leguminosas. Azorhizobium caulinodans foi encontrado
colonizando trigo, onde promoveu a producdo de biomassa e aumento dos teores de N
da planta (SABRY et al., 1997). A presenca de Rhizobium leguminosarum bv. trifolium em
associagao com plantas de trigo e milho estimula o crescimento das plantas, mas isso
ndo esta associado a FBN e sim a outros mecanismos de promocdo de crescimento,
principalmente a producdo de fitorménios pelas bactérias (HOLFLICH; WIEHE; HECHT-
BUCHOLZ, 1995).

Além da FBN, geralmente, as bactérias fixadoras de N, em vida livre podem
apresentar diversos mecanismos envolvidos na promocao de crescimento de plantas,
como a producdo de hormdnios vegetais, a solubilizacdo de fosfatos, a producao de
sideréforos, o controle de pragas e doencas, entre outros. Dentre esses mecanismos, o
mais citado e estudado ¢ sua capacidade de produzir hormdnios de crescimento, tais
como auxinas, giberelinas e citocininas. A producdo dessas substancias promotoras de
crescimento pode estimular o aumento na densidade de pelos radiculares, a taxa de
aparecimento de raizes secundarias e a superficie radicular. Esse incremento resulta na
melhora da absorc¢do de dgua e nutrientes aumentando, assim, a capacidade da planta
de produzir e suportar estresses ambientais.

Como diferentes mecanismos, diretos e indiretos, podem estar envolvidos na
promocdo de crescimento das plantas pelas bactérias diazotréficas em vida livre, o
papel da FBN por vezes é contestado. Em associa¢des com Azospirillum, por exemplo, a
producdo de fitormdnios é considerada o principal fator para promogdo do crescimento
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de plantas. Entretanto, ndo ha razdo para ceticismo quanto a contribuicdo da FBN.
Alguns trabalhos j& demonstraram que essas bactérias podem fixar N, ativamente
quando em associacdo com as plantas. Em condicoes de limitacao de N, plantas de
cana-de-acUcar inoculadas com Gluconacetobacter diazotrophicus cresceram melhor
e apresentaram maior contelido de N do que plantas n&o inoculadas; além disso, a
incorporagdo de **N, (uma técnica para comprovar a utilizagdo do N,) nos tecidos das
plantas mostrou que essas estavam se beneficiando da FBN (SEVILLA et al., 2001). A
FBN em trigo em associacdo com Klebsiela pneumoniae também foi demonstrada em
um trabalho onde plantas inoculadas apresentaram incrementos na concentracao
de N e no N total e a diluicdo isotopica de **N (outra metodologia para comprovar a
utilizacdo de N,) nos tecidos das plantas confirmou a presenca de N da FBN (INIGUEZ;
DONG; TRIPLETT, 2004). Pankievicz et al. (2015) utilizaram N, e Setaria viridis como
modelo para mostrar, com evidéncias diretas, que as plantas incorporaram N da FBN
em proteinas, em condi¢des de limitagdo de N, quando inoculadas com uma estirpe de
Azospirillum brasilense.

6.10 FBN na agricultura

O alto custo do N e os problemas ambientais que podem acompanhar o uso da
fertilizagdo nitrogenada tém estimulado abordagens que enfatizam a FBN nos sistemas
de producdo. Dentro desse contexto, os inoculantes contendo bactérias selecionadas
pela pesquisa, eficientes em fixar o N, atmosférico, assumem papel importante. O
sucesso dos inoculantes deve refletir em ganho econémico, oriundo do aumento da
produtividade das culturas e/ou da reducao da aplica¢do de fertilizantes nitrogenados.
Os inoculantes podem ser vistos como componentes de uma estratégia de manejo
integrado, que estimula a aquisicdo de nutrientes pelas plantas nos sistemas de
producao.

6.11 FBN na cultura da soja

Das leguminosas produtoras de graos, a soja é a de maior importancia econémica
e a que recebe maior contribuicdo da FBN. A campo, quando inoculadas com estirpes
eficientes de Bradyrhizobium spp., a soja pode apresentar taxas muito elevadas de FBN,
superiores a 300 kg de N/ha/safra. Resultados de pesquisa indicam que ndo existe razdo
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para a utilizagdo de fertilizantes nitrogenados em nenhum estagio do cultivo da soja no
Brasil (HUNGRIA; MENDES, 2015).

Hoje, quatro estirpes sdo autorizadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) para a formulacao de inoculantes para a cultura da soja no
Brasil. Essas estirpes sdo pertencentes as espécies Bradyrhizobium japonicum (SEMIA
5079 = CPAC 15), B. elkanii (SEMIA 587; SEMIA 5019 = 29w) e B. diazoefficiens (SEMIA
5080 = CPAC 7). O programa brasileiro de selecao de estirpes para a cultura da soja
certamente representa uma das etapas mais bem sucedidas da pesquisa brasileira e
um bom exemplo a ser citado é o da selecdo de estirpes com alta capacidade de FBN
e adaptadas as condi¢Ges particulares dos cerrados (PERES et al., 1993), que hoje
representam a principal area produtora de graos.

Considerando a quantidade de N necessaria para produzir 3.000 kg de grdos de
soja/ha (produtividade média brasileira), a economia obtida com a FBN nos pouco mais
de 30 milhdes de hectares cultivados com essa cultura no Brasil, gira em torno de 15
bilhdes de dolares anualmente (HUNGRIA; MENDES, 2015), dependendo do prego do
fertilizante e cotacdo da moeda americana.

Os solos brasileiros orginalmente ndao possuem populacdo estabelecida
de rizébios capazes de formar uma simbiose eficaz com soja, uma cultura nativa
do continente asiatico. As areas ja cultivadas com soja, porém, também ja foram
inoculadas e apresentam populacdo estabelecida de Bradyrhizobium spp., que
podem sobreviver saprofiticamente no solo por longos periodos. Apesar disso, tem-
se mostrado que é vantajoso inocular (reinocular) as areas de producdo de soja a
cada safra e que os incrementos médios na producdo de grdos giram em torno de
8% (HUNGRIA et al., 2006). Isso provavelmente ocorre porque os rizébios do solo em
geral estdo limitados por condi¢cdes ambientais adversas, provocando um atraso na
nodulacdo até que o ambiente da rizosfera esteja adequado. Desse modo, a adi¢do
de células fisiologicamente prontas na reinoculacdo garante o estabelecimento mais
rapido da simbiose.

Recentemente, a coinoculagdo de sementes de soja com Bradyrhizobium e
Azospirillum brasilense foi avaliada (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013, 2015). Os
resultados desses trabalhos mostraram que essa pratica é benéfica para a cultura
da soja, promovendo incrementos na produtividade. A coinoculagdo foi responsavel
por um incremento adicional médio na produtividade de 7,7% em relagdo as plantas
que receberam apenas Bradyrhizobium como inoculante. A presenca de Azospirillum
estimula a producdo de pelos radiculares, onde os nddulos sdo iniciados, resultando em
maior nodulagdo, o que deve levar a maior contribuicdo da FBN e, consequentemente,
maior producdo de graos. Nao esta claro se o beneficio da coinoculagdo esta relacionado
somente a maior nodulacdo e FBN, uma vez que Azospirillum pertence ao grupo das
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bactérias promotoras de crescimento e possui diferentes mecanismos que podem
estimular o desenvolvimento das plantas.

Considerando-se todos os beneficios advindos das pesquisas brasileiras em
FBN, e que o potencial genético de rendimento da soja, inicialmente estimado em
de 8.000 kg/ha, ja foi superado em fazendas nos E.U.A., deve-se garantir que as
novas cultivares estabelecam simbioses altamente eficazes. Em relagdo as estirpes,
0 bem sucedido programa de selecao das mais eficientes no processo de FBN e
mais competitivas nos solos brasileiros deve continuar, possivelmente acelerado
por marcadores moleculares. Estudos de ecologia dos rizdbios também devem
ser complementados, uma vez que taxas elevadas de recombinagdo génica e de
transferéncia horizontal de genes, entre estirpes inoculantes e rizébios nativos,
foram observadas nos solos brasileiros, e podem afetar, no futuro, as respostas
a inoculacdo. Finalmente, é necessario dar continuidade ao desenvolvimento
e a validacdo de novos inoculantes e tecnologias de inoculagdo. Nesse contexto
podem-se citar como exemplos a inoculacdo no sulco para a compatibilizagao
com o tratamento de sementes com fungicidas e o enriquecimento das sementes
em molibdénio. Ainda nessa linha, a pulverizagdo de inoculantes diluidos na
interface solo-raiz, ap6s a emergéncia das plantulas, apresenta-se como alternativa
interessante para se evitar condi¢des adversas, especialmente quando seca e/ou
altas temperaturas ocorrem logo apds a semeadura (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO,
2015). A utilizacdo de metabdlitos concentrados (MC) de estirpes de rizébio, junto
ainoculacdo, também tem mostrado bom potencial para aumentar o desempenho
das bactérias diazotréficas. Os beneficios advindos da aplicagdo de MCs devem
estar relacionados a uma combinacéo de efeitos, envolvendo exopolisacarideos,
fitormonios e fatores Nod. A simbiose com a cultura da soja representa um caso de
extremo sucesso, aportando taxas elevadas de N em todas as regides produtoras do
mundo, com contribui¢des relevantes para a agricultura (HUNGRIA; MENDES, 2015).

6.12 FBN na cultura do feijoeiro

O feijdo representa a principal fonte de proteinas para a populagdo brasileira e
o Brasil é o maior produtor e consumidor de grdos dessa leguminosa, que também se
beneficia do processo da FBN. Essa leguminosa é bastante promiscua, sendo capaz de
nodular com uma grande variedade de espécies de Rhizobium, incluindo tanto espécies
que formam nédulos eficientes (R. leguminosarum sv. phaseoli, R. phaseoli, R. tropici,
R. etli, R. leucaenae, R. giardinii sv. phaseoli, R. gallicum, R. lusitanum,R. pisi, R. freirei,
R. mesoamericanum, R. paranaense, R. ecuadorense) como ineficientes (R. giardinii sv.
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giardinii, R. miluonense) na FBN. Além disso, estirpes pertencentes a outros géneros,
como Sinorhizobium (= Ensifer), Mesorhizobium, Bradyrhizobium, bem como estirpes
sem posicdo taxonémica conhecida, podendo representar novas espécies, também
tém capacidade de formar nddulos em associa¢do com essa planta (GOMES; ORMENO-
ORRILLO; HUNGRIA, 2015).

A distribuicdo de rizdbios capazes de nodular o feijoeiro varia de acordo com a
localizagdo geografica. R. etlitem sido indicado como o microssimbionte dominante no
centros de diversificacdo genética mesoamericanos e andinos (AGUILAR; RIVA; PELTZER,
2004), enquanto que R. tropici é encontrado abundantemente em solos tropicais acidos
(GOMES; ORMENO-ORRILLO; HUNGRIA, 2015).

Ao contrario da soja, existe abundéancia de estirpes de rizobio nativas nos solos
brasileiros capazes de nodular o feijoeiro e que, geralmente, sdo de baixa eficiéncia
fixadora, representando uma das principais limita¢des ao sucesso da inoculacgdo.
Como agravante, o cultivo sucessivo do feijoeiro em uma mesma area favorece
o aumento de populacbes nativas dessa bactéria, capazes de competir com as
estirpes selecionadas introduzidas por meio da inoculagdo. Além disso, dentre
outros fatores limitantes para um bom desempenho da FBN nessa cultura podem
ser citados a susceptibilidade do feijoeiro a determinadas condi¢cdes ambientais,
como de estresse hidrico, a variabilidade de resposta das diferentes cultivares a
inoculacgdo e a instabilidade genética de algumas estirpes devido a ocorréncia de
rearranjamentos gendmicos e a perda de plasmideos.

Aresposta do feijoeiro ainoculagdo, em condi¢des de campo, tem apresentado
resultados que variam em fun¢do do solo, da cultivar e do histérico de cultivo da
area. No entanto, estirpes selecionadas para maior tolerdncia a acidez, a altas
temperaturas e com maior estabilidade genética sdo capazes de incrementar o
rendimento de grdos, mesmo na auséncia de N fertilizante (HUNGRIA; CAMPO;
MENDES, 2003). Produtividades elevadas podem ser obtidas com a inocula¢do
dessas estirpes em associacdo com pequenas doses de N fertilizante e/ou
associadas a aplicagdo foliar de Mo e Co. Duas estirpes da espécie R. tropici, SEMIA
4077 (= CIAT 899) e SEMIA 4088 (= H12), e uma R. freirei, SEMIA 4080 (= PRF 81), sdo
hoje autorizadas para o uso em inoculantes comerciais no Brasil, sendo capazes
de suprir a necessidade de N de plantas com produtividade de 2.500 kg/ha ou
superiores (GOMES; ORMENO-ORRILLO; HUNGRIA, 2015).

Assim como na soja, para o feijoeiro também foram apresentados resultados
positivos em resposta a coinoculagdo com Rhizobium e Azospirillum. Plantas
coinoculadas produziram em média 11.3% a mais de grdos, quando comparadas com
aquelas inoculadas exclusivamente com Rhizobium (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO,
2013).

141



BIOTECNOLOGIA MICROBIANA AMBIENTAL

Embora varias pesquisas realizadas no Brasil tenham mostrado respostas
expressivas a inoculacdo do feijoeiro em condi¢es de campo, o nivel de ado¢do dessa
tecnologia ainda é muito baixo e precisa ser estimulado. A adog¢do da inoculagdo,
aliada ao uso de cultivares melhoradas, técnicas de manejo integrado de pragas e
doencas e de corregdo e adubagdo do solo poderdo, no minimo, duplicar a média de
produtividade nacional a um baixo custo para o agricultor.

6.13 FBN em outras leguminosas

Espécies forrageiras, arbustivas e arbdreas assumem papéis importantes, seja
na, producao de alimentos, ou na producao de forragem, madeira, lenha, carvao e
na recuperacdo de areas degradadas, dentre outros. Além disso, diversas espécies
produtoras de graos, para a alimentag¢ao humana, ainda podem ser citadas.

0O feijdo-caupi ou feijdo-de-corda é um componente importante dos sistemas
de producdo da regido semiarida brasileira. Essa cultura, geralmente, apresenta
baixos niveis de FBN quando nodulada por estirpes nativas. Diversas bactérias
sdo capazes de formar nddulos nas raizes dessa cultura, mas Bradyrhizobium spp.
sdo os simbontes mais comuns. A FBN pode dispensar a necessidade de adubacgdo
nitrogenada, ja que aumentos significativos no rendimento de grdos do feijdo-caupi
tém sido alcancados com a inoculagdo de estirpes eficientes de Bradyrhizobium
(SILVA JUNIOR et al., 2014). Quatro estirpes (SEMIAs 6461, 6462, 6463 e 6464) sao
autorizadas para a formulacdo de inoculantes agricolas para feijdo-caupi no Brasil.
A estirpe SEMIA 6462, por exemplo, possibilitou incrementos de produtividade
de até 40% em condi¢Ges experimentais e de até 52% nas areas de agricultores
experimentadores (RUMJANEK et al., 2006).

Ervilha, lentilha e grao de bico sdo exemplos de outras leguminosas produtoras
de graos que sao beneficiadas significativamente quando inoculadas com estirpes
eficientes de rizébios. A pratica dainoculagdo pode reduzir ou eliminara necessidade de
utilizacdo de adubos nitrogenados nessas culturas. No Brasil estdo disponiveis estirpes
recomendadas para a formulagdo de inoculantes tanto para ervilha (SEMIAs 3007,
3033; Rhizobium leguminosarum bv viceae), quanto para lentilha (SEMIAs 344, 3025,
3026; Rhizobium leguminosarum bv viceae) e grao de bico (SEMIA 396; Mesorhizobium
ciceri), dentre outras (BRASIL, 2011).

Dados experimentais indicam que pastagens com uma composicdo botanica
contendo, aproximadamente, 30% de leguminosas consorciadas com gramineas
seriam suficientes para manter a produtividade vegetal e animal, assim como a
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fertilidadedosolonolongoprazo(CADISH;SHUNKE;GILLER,1994).Diversostrabalhos
com pastagens consorciadas mostram sua superioridade quando comparadas as
pastagens somente com gramineas. No consércio de Brachiaria ruziziensis com a
leguminosa forrageira Stylosantis guianenensis, a producao vegetal e animal da
pastagem consorciada foi superior a da pastagem em monocultura (AYARZA et al.,
1997). A presenca da leguminosa em consdércio, dependendo do manejo aplicado,
apresenta resultados que se equiparam a pastos de graminea pura adubados com
até 100 kg N/ha (ZIMMER; CORREA, 1993). Atualmente, no Brasil, existem estirpes
de rizébios recomendadas para diferentes forrageiras de clima temperado (alfafa,
cornichdo, trevo branco etc) e clima tropical (amendoim forrageiro, desmddio,
siratro) (BRASIL, 2011). Apesar dos efeitos positivos observados em diversos
estudos, o uso do consdércio em pastagens é pouco significativo. Em geral, isso é
atribuido a falta de persisténcia das leguminosas nas pastagens, a exigéncia de um
manejo mais cuidadoso que em pastagens de gramineas puras, a necessidade de
solos maisférteis, a susceptibilidade adoencas provocadas por fungos e nematoides
ou, ainda, pelas leguminosas ndo se adaptarem as regides de implantagdo.

A adubacdo verde consiste na incorporacao de massa verde, com o objetivo de
melhorar os atributos quimicos, fisicos e bioldgicos do solo. O sucesso da utilizagdo
de leguminosas na adubacdo verde é amplamente relatado e a FBN é responsavel,
em grande parte, pelos beneficios trazidos por essas plantas para o aumento da
qualidade do solo. Perin et al. (2004) avaliaram o efeito do cultivo do adubo verde de
verdo Crotalaria juncea e observaram que a FBN foi responsavel por incorporar ao
solo até 173 kg N/ha, representando uma excelente estratégia de incremento desse
nutriente no sistema. Esse é apenas um dentre muitos trabalhos que comprovam
os beneficios da FBN associados a adubacdo verde com leguminosas. Diversos
rizdbios foram selecionados e recomendados para essas plantas (Cajanus cajan,
Calopogonium sp., Canavalia ensiformis, Crotalaria spp., Mucuna aterrima etc) e
estdo disponiveis para a formulagdo de inoculantes comerciais (BRASIL, 2011).

A FBN tem papel de destaque em programas de recuperagdo de areas
degradadas onde leguminosas arbdreas sdo utilizadas. O uso de espécies nativas
ou introduzidas, como Acacia spp., Albizia spp. e Mimosa spp., dentre outras, em
associacdo com rizébios selecionados pela pesquisa e fungos micorrizicos, tem sido
preconizado para a revegetacdo de areas degradadas, buscando o restabelecimento
de sua fertilidade. A interacdo entre as plantas e os micro-organismos permite
o rapido crescimento das espécies, tornando-as mais tolerantes aos estresses
ambientais, o que propicia incremento do conteldo de matéria organica e da
atividade bioldégica do solo por meio do aporte de material organico via serapilheira.
Diversas estirpes de rizobios, selecionadas pela pesquisa, sdo recomendadas para
formulacdo de inoculantes voltados para leguminosas arbéreas (Acacia spp., Albizia
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lebbeck, Dalbergia nigra, Enterolobium spp., Gliricidia sepium etc) no Brasil (BRASIL,
2011).

6.14 FBN em gramineas e outras nao leguminosas

Diversos experimentos com inoculacdo, feitos principalmente com Azospirillum
spp., mostram que estas bactérias sdo capazes de promover incrementos na
produtividade de culturas importantes de gramineas e outras ndo leguminosas. Em
torno de 70% dos experimentos compilados por Okon e Labandera-Gonzalez (1994),
foram observadas respostas positivas a inoculagdo com Azospirillum, com aumentos
no rendimento entre 5 a 30%. Utilizando a estratégia de combinar a inoculagdo com a
aplicagdo de fertilizantes nitrogenados, constatou-se a possibilidade de substituicdo
de até 40% da dose recomendada de nitrogénio para a cultura do milho e até 30% no
caso do trigo e aveia (OKON; LABANDERA-GONZALEZ, 1994).

Inoculantes comerciais contendo A. brasilense estdo presentes ha bastante
tempo no mercado mundial (OKON; LABANDERA-GONZALEZ, 1994). No Brasil, a
inoculacdo de milho e trigo com estirpes selecionadas de A. brasilense foi avaliada
de acordo com os critérios da legislagdo brasileira para inoculantes (HUNGRIA et al.,
2010). Os resultados desses ensaios a campo resultaram em incrementos médios de
24% a 30% no rendimento do milho e de 13% a 18% no rendimento do trigo, quando
os tratamentos inoculados e os controles sem inoculagdao foram comparados. Seis
estirpes de A. brasilense comprovaram a eficiéncia agrondmica e passaram a ser
recomendadas para a producdo de inoculantes comerciais para as duas culturas
(HUNGRIA et al., 2010). Os efeitos dessa inoculac¢do foram atribuidos a melhoria
geral na absorcdo de diversos macro e micronutrientes e ndo especificamente a
FBN. No entanto, a pesquisa aponta para um potencial de economia de até 50%
na utilizacdo de fertilizantes nitrogenados industriais. Como resultados desse
trabalho, os inoculantes contendo as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 chegaram ao mercado
brasileiro, que hoje ja comercializa mais de 2 milhdes de doses desse produto
anualmente. Atualmente, essas mesmas estirpes também vém sendo utilizadas em
inoculantes para a cultura do arroz e diversos testes com outras espécies vegetais
vém sendo realizados.

Além de Azospirillum, outras bactérias diazotréficas de vida livre apresentam
potencial para serem utilizadas na agricultura. A inocula¢do de sementes de arroz com
Herbaspirillum seropedicae pode promover incrementos na produtividade das plantas
equivalentes aqueles obtidos com aplicacdo de 40 kg de N/ha (PEREIRA; BALDANI, 1995).
Guimardes, Baldani e Baldani (2003) também mostraram que a inoculagdo de arroz
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com a estirpe ZAE 94, de H. seropedicae, proporcionou aumento na producao de graos
de mais de 50% na variedade Guarani, em condi¢des de sequeiro. A inoculacao dessa
mesma estirpe em sementes de milho contribuiu para o incremento do rendimento
de grdos no hibrido BRS 1010, ao passo que na variedade BRS 4157 este efeito ndo foi
observado (ZILLI et al., 2007).

Resultados de pesquisa mostram que até 60% do N exigido pela cultura da
cana-de-acUcar pode ser proveniente da FBN (BODDEY et al., 2001). A cana-de-
acucar é naturalmente colonizada por bactérias diazotréficas, no entanto, alguns
estudos tém mostrado o potencial da inoculagdo dessas plantas com bactérias
selecionadas pela pesquisa. Sevilla et al. (2001) mostraram que plantas, quatro
meses apos terem sido inoculadas com a estirpe padréo de G. diazotrophicus (PAL-
5), apresentaram produtividade 40% maior que as plantas ndo inoculadas. Em
outro estudo, em experimentos de campo onde foram utilizadas misturas com
as bactérias G. diazotrophicus, H. seropedicae, H. rubrisubalbicans, Azospirillum
amazonense e Burkholderia tropica, foram observados incrementos de até 24,7%
na produtividade e 31,4% na producdo de matéria seca das plantas inoculadas, que
obtiveram até 42,7% do N acumulado proveniente da fixagdo bioldgica, dependendo
dotipodesolo, do gendtipo da planta e da combinacdo de bactérias utilizadas como
inoculante (OLIVEIRA et al., 2006); esse conjunto de estirpes vem sendo utilizado
em areas experimentais e existe potencial para que seja desenvolvido um produto
comercial. A principio, a utilizacdo da inoculacdo tem como principal impacto a
substituicdo de parte do N utilizado na cana de primeiro ano. Os resultados tém
mostrado que, com o uso do inoculante, cerca de 30 kg de N/ha/ano podem deixar
de ser aplicados.

Apesar dos resultados animadores, a utilizagdo de inoculantes contendo bactérias
diazotroficas requer analise critica devido a variabilidade observada em alguns casos.
De fato, as razOes para a variabilidade de resposta da FBN em plantas ndo leguminosas
ainda ndo foram completamente elucidadas. Tem sido sugerido que a interagdo
genotipo da planta e ambiente exerca um papel decisivo sobre a eficiéncia das bactérias
diazotréficas. Mesmo com a especificidade entre plantas e bactérias associativas ainda
sendo tema de estudo, ndo se pode negar que exista alguma afinidade entre esses
organismos. Efeitos dos gendtipos das plantas na interacdo com Azospirillum tém sido
mostrados para trigo (KAPULNIK; OKON; HENIS, 1987) e milho (GARCIA DE SALOMONE
etal., 1996), por exemplo.

AFBN e a promogdo de crescimento vegetal podem ajudar as culturas a serem
menos dependentes de insumos externos, aumentando a eficiéncia de utilizagdo
dos nutrientes, porém, o sucesso desse processo também passa pela aplicacdo das
técnicas adequadas de manejo do solo, controle integrado de pragas e doencas e
irrigacao.
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6.15 Biotecnologia e o futuro da FBN

A aplicacdo da engenharia genética para a criacdo de cerais autossuficientes em
relagdo a FBN, ou seja, culturas ndo leguminosas que possam fixar N, atmosférico,
dispensando o uso de fertilizantes nitrogenados, tem sido um sonho que acompanha
pesquisadores desde os anos 1970, quando a nitrogenase foi transferida de Klebsiella
pneumoniae para Escherichia coli (GEDDES et al., 2015). Contudo, a transferéncia
da nitrogenase para eucariotos, ou a construcdo de uma associacdo estavel entre
cereais e bactérias (rizébios) mais eficientes em fixar o N, atmosférico, ainda é uma
probabilidade nebulosa. No entanto, avancos recentes tém apresentado fundamentos
importantes para trabalhos futuros e que podem culminar na obtencao dessas solucdes
biotecnoldgicas para a problematica do N.

Para que o sonho de se obter cereais fixadores de nitrogénio se tornasse
realidade, com a biossintese da nitrogenase e sua introducdo nas células vegetais,
de nove a vinte genes deveriam ser transferidos simultaneamente para as plantas,
sendo a maior parte deles essenciais. Além disso, o sistema é muito sensivel e a
atividade fixadora é perdidarapidamente se a expressdo de algum gene se apresenta
abaixo do étimo. Outro obstaculo a ser transposto seria o de proteger a nitrogenase
contra o O,. Para isso, diversos mecanismos sofisticados sdo apresentados nas
simbioses ou pelos diazotréficos de vida livre, resultados de um longo processo
evolutivo. Por isso, esse é considerado um desafio extremamente dificil, mesmo na
era da engenharia genética.

Avangos no entendimento dos mecanismos da nitrogenase permitem a analise
bioquimica de cada etapa na montagem da enzima e a func¢do de cada produto
individual dos genes nif pode ser monitorada. E possivel, portanto, acessar a atividade
de cada proteina Nif expressa na planta e determinar onde pode existir algum obstaculo
que esteja prejudicando a montagem ou o funcionamento da nitrogenase em organelas
de plantas, o que é um passo importante para o futuro dessas pesquisas.

Em outra vertente, busca-se transferir para cereais a habilidade de reconhecer
moléculas sinalizadoras de rizébios, que possam resultar na formac&o de um tipo
de nédulo, capaz de proteger a nitrogenase do O, e ser infectado/colonizado pelas
bactérias (GEDDES et al., 2015). Atualmente, sabe-se que diversos genes envolvidos
na associagdo entre as plantas e fungos micorrizicos (pelo menos 80% das plantas
sdo capazes de estabelecer essa relacdo) também s3o necessarios para a interacdo
com rizébios, indicando uma rota de sinalizacdo molecular conservada entre essas
simbioses (PARNISKE, 2008). Aparentemente, a evolu¢do da nodulagdo envolveu
o recrutamento de genes ligados a rota de sinalizacdo ja presente nas associa¢des
micorrizicas. Desse modo, essa rota de sinalizacdo estd presente na maioria das
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espécies vegetais, sugerindo que isso pode facilitar o reconhecimento de moléculas
sinalizadoras de rizébios por cereais. Os paralelos entre a sinalizagdo envolvida
nessas duas simbioses se estendem a estrutura das moléculas produzidas pelos
fungos micorrizicos e pelos rizébios, em ambos lipoquitoligossacarideos (MAILLET
etal., 2011).

Os pesquisadores estdo buscando entender os componentes especificos (genes)
de leguminosas que ativam e sdo ativados pelos sinais envolvidos na simbiose e, a
partir dai, transferir esses genes para os cereais, como primeiro passo para obtencdo
de plantas ndo leguminosas com maior capacidade de FBN. Os receptores de fatores
Nod e os fatores de transcri¢cdo associados a nodulagdo sdo alvos importantes para
a transferéncia da capacidade de formar simbiose com rizébios de leguminosas para
plantas de outras familias.

6.16 Conclusoes

A busca por solucbes biotecnoldgicas para aumentar a capacidade de
plantas em fixarem N, atmosférico se apresenta como um problema complexo de
engenharia genética, mas com potencial para alterar radicalmente a agricultura
como hoje é conhecida. O resultado desses estudos ndo estara disponivel em
curto prazo, mas o conhecimento ja disponivel e ainda ndo aplicado em larga
escala também ja é suficiente para revolucionar a agricultura. Abordagens de
pesquisa, paralelas aos estudos de engenharia genética, devem priorizar um maior
aproveitamento da FBN em todos os biomas e com os mais diversos tipos de micro-
organismos diazotréficos, incluindo desde arqueas ainda pouco estudadas, como
as presentes em ambientes extremofilicos, até simbioses bem estudadas e com
maior nivel de conhecimento e uso, como é o caso da associacdo Bradyrhizobium-
soja. Ha muitas leguminosas com alta capacidade de FBN, incluindo arbdreas
utilizadas para a recuperacdo de areas degradadas, forrageiras, adubos verdes,
que podem aportar centenas de kg de N e que ainda sdo pouco exploradas. Pode-
se dizer que, comparativamente aos rizdbios, o uso de diazotréficos associativos
estd apenasiniciando e os resultados obtidos tém sido cada vez mais promissores.
A difusdo da FBN deve ser expandida, devendo haver maior conscientizacdo de
que a producdo de alimentos pode ser incrementada mesmo com a reducdo
no uso de combustiveis fésseis. Os aspectos ambientais também ocupam uma
posicao de maior destaque a cada ano, com preocupacdes sobre a contaminacao
dos recursos hidricos por nitrato e emissdo de gases de efeito estufa associados
ao uso de fertilizantes nitrogenados (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013).
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As pesquisas recentes confirmam que por meio de FBN pode-se planejar uma
agricultura sustentavel, mas com altas produtividades.
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CAPITULO VII

Micro-organismos no monitoramento
ambiental

Patricia do Rocio Dalzoto, Wanessa Ramsdorf, Vanessa Kava

7.1 Introducao

Aagdo antropica, por meio da agricultura, transporte, urbanizacdo e de atividades
industriais, gera uma infinidade de residuos toxicos, liberados continuamente no
ambiente. A melhoria da qualidade de vida e, em consequéncia, de consumo, levou a
elevagdo da poluicdo do ar, a contaminagdo da agua e do solo.

Ointeressecrescentepelamanutencaodosecossistemasnaturaisdonossoplaneta,
visando a reducdo dos niveis de poluigdo, tem levado a busca e ao desenvolvimento
de métodos de monitoramento ambiental. Apesar dos avancos alcancados na area
de detecc¢do e andlise de poluentes presentes no ambiente em concentra¢des muito
baixas, ainda hd compostos que ndo sdo detectados em componentes ambientais e
tecidos bioldgicos. Estes podem ser moveis e persistentes no ar, na dgua, no solo e nos
sedimentos, em pequenas concentracdes. Suas implicacdes ecoldgicas e para a salde
humana ainda ndo sdo completamente conhecidas. Os poluentes emergentes (EP) sdao
definidos como novos compostos quimicos, ainda ndo submetidos a regulacdo, cujos
impactos no ambiente e na salde humana sdo pouco compreendidos. Sdo substancias
como pesticidas, cosméticos, produtos de cuidado pessoal e de casa, farmacos, entre
outros, usados mundialmente e, de certa forma, indispensaveis para a sociedade
moderna (GRAVILESCU et al., 2015).

Aagdodohomem levou, ainda, a contaminagdo das fontes de agua com poluentes
bioldgicos,como bactérias, micoplasmas, protozoarios e virus,denominados patégenos
emergentes ou reemergentes, disseminando doencas veiculadas pela dgua que sdo as
causas principais de mortalidade no mundo (THERON; CLOETE, 2002).

Embora o controle do ambiente seja essencial no monitoramento, os efeitos
dos poluentes quimicos somente podem ser corretamente dimensionados quando
sdo aplicadas técnicas que envolvem, de alguma forma, organismos vivos ou células.
Estes organismos podem ser naturais do ambiente em estudo, ou entdo geneticamente
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modificados para este fim. Em ambos os casos, sdo denominados espécies-teste
e fornecem dados importantes sobre toxicidade e genotoxicidade em ambientes
contaminados. A deteccdo precoce desses compostos, especialmente na agua, e
o conhecimento sobre os seus efeitos bioldgicos, sdo de extremo interesse para a
reducdo dos niveis de poluicdo. Os métodos analiticos de monitoramento ambiental
baseiam-se na determinacgdo da concentragdo dos poluentes quimicos, porém ndo os
relacionam com os reais efeitos sobre os seres vivos. Ainda, em alguns casos, o limite
de detecgdo dos métodos utilizados ndo contempla substéncias cujos efeitos toxicos
sdo efetivos em doses muito baixas. Assim, no intuito de refletir a situacdo real do
ambiente, em termos de impactos em sistemas bioldgicos, métodos adicionais devem
ser empregados. Para tal, organismos vivos ou células podem atuar como ferramentas
analiticas, fornecendo respostas apds exposicdo a amostras ambientais (MARINSEK-
LOGAR; VODOVNIK, 2007).

Testes de monitoramento ambiental iniciaram com o uso de organismos
eucariotos multicelulares, como peixes e mamiferos. QuestGes éticas e a grande
demanda de tempo levaram ao desenvolvimento de métodos alternativos. Bactérias,
algas unicelulares, protozoarios e leveduras passaram a ser empregados em analises
ambientais, de forma rapida e com custos reduzidos, em comparagdo com as técnicas
utilizadas previamente.

0 biomonitoramento pode ser realizado por meio de bioensaios, biomarcadores
e analise da comunidade microbiana no ambiente. Isto pode elevar a confiabilidade
na predicdo de riscos pela exposicdo aos poluentes quimicos comuns, bem como aos
emergentes. O uso de sensores pode contribuir com analises em paralelo, visando ndo
apenas o monitoramento, mas uma varredura do referido ambiente, em tempo real.

7.2 Bioindicadores

Bioindicadores podem ser definidos como fatores bidticos que permitem
acessar informacgOes sobre as condi¢des ambientais, sejam atuais, passadas ou
futuras, de um determinado ecossistema. Este conceito esta intimamente ligado a
qualidade ambiental e ao monitoramento. Sabendo que os seres vivos sdao adaptados
aos ambientes onde habitam, desequilibrios ecoldgicos irdo resultar em alteracOes
morfoldgicas, bioquimicas e, em consequéncia, no ciclo vital destes organismos.
Assim, estes indicadores podem fornecer respostas rapidas sobre impactos ambientais,
possibilitando que sejam analisadas as causas e efeitos dos poluentes em questao, com
base em suas respostas bioldgicas. Um panorama sobre a situacdo de determinado
ambiente pode, entdo, ser tracado, e as conclusdes podem ser extrapoladas para
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as demais espécies que habitam o mesmo ecossistema. E, finalmente, por meio de
bioindicadores, é também possivel avaliar se as a¢Oes destinadas a diminui¢do do
impacto ambiental sdo eficientes, naquele determinado local e naquele momento
especifico (ZAMONER, 2007).

Bioindicadores podem tanto alertar para um desequilibrio ecolégico, como
exibir uma resposta mensuravel as mudancgas ambientais, neste caso apresentando
um comportamento severamente alterado quando em situacdes de estresse
ambiental.

Micro-organismos e processos microbioldgicos tém sido empregados como
indicadores de qualidade ambiental, especialmente por sua abundéncia nos
ecossistemas naturais e também a sua relativa sensibilidade aos impactos ambientais.

7.3 Bioindicadores de qualidade da agua

Embora a agua seja abundante no planeta, a maior parte desta ndo é acessivel,
sendo 98% de agua salgada e 1,8% de aguas retidas em geleiras ou como aguas
subterraneas. A pequena porcentagem de agua doce disponivel para utilizacdo
humana e animal é frequentemente contaminada, quimica e/ou biologicamente. No
Brasil, estdo 13,7% das aguas superficiais do mundo e 70% concentram-se na regido
Amaz0nica, sendo os 30% restantes distribuidos de forma desigual nos demais Estados
do pais.

As fontes de contaminacdo da dgua superficial sdo esgotos, aterros sanitarios,
fossas sépticas e esquifes. Segundo a Organizacdo Mundial da Salde, as doencgas
infecciosas causadas por bactérias, virus e parasitas (protozoarios e helmintos) sdo
as mais comuns e disseminadas pelo consumo de dgua contaminada. Cerca de 80%
das doencas veiculadas pela dgua acontecem em paises em desenvolvimento, e,
aproximadamente 5.000 mortes acontecem todos os anos. Destas mortes, 2.000 s3o de
criancas abaixo de dois anos de idade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). A dgua
figura em terceiro lugar dentre os alimentos envolvidos em surtos, documentados até o
ano de 2014.Visando o controle e a diminuicao destas taxas de mortalidade, programas
de monitoramento e tratamento da agua devem ser preconizados.

A deteccdo dos patdgenos na agua, em geral, leva a dificuldades técnicas,
assim, o uso de outros organismos torna-se uma estratégia mais viavel. Diversos
micro-organismos podem ser empregados como indicadores da qualidade da agua,
pois estdo presentes em maior quantidade nas fezes dos animais endotérmicos; sdo
semelhantes aos patdgenos, porém mais resistentes as variagbes ambientais. Ainda,
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sua identificacdo é tecnicamente simples e rapida (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2011).

A microbiota fecal humana contém cerca de 10" UFC (Unidades Formadoras de
Colbnias)/g, sendo que Escherichia coli é encontrada na concentracdo de 4,0 x102UFC/g,
Enterococcus faecalis, 2,0 x10° UFC/g e Clostridium perfringens, 4,0 x10° UFC/g. Desta
forma, estes micro-organismos sdo considerados bons indicadores de contaminagdo
fecal (MADIGAN et al., 2012).

Aséguasparaconsumohumano,segundoaportarian®2.914 (BRASIL,2011),devem
ser livres de contaminacgao por coliformes totais e fecais. Os coliformes sdao um grupo
de bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, sdo bacilos Gram-negativos,
fermentadores de lactose, com producdo de gas a 35 +- 0,5°C, ndo esporulados, com
atividade de B-galactosidase. Neste grupo, os principais géneros sao Enterobacter,
Citrobacter, Klebsiella e Escherichia. Dentro do grupo coliformes, ha os coliformes
termotolerantes, que fermentam a lactose com producdo de gas a 44,5 +- 0,2°C. Estes
organismos sao representados pelo coliforme fecal Escherichia coli, que apresenta
atividade de B-Glucoronidase. A presenca de E. coli na dgua indica contaminacao fecal
recente, uma vez que este organismo ndo é capaz de realizar divisdo celular na agua,
sobrevivendo por pouco tempo neste ambiente.

Outro organismo indicador importante é E. faecalis. Sdo cocos Gram-positivos,
e indicadores de contaminacdo fecal mais resistentes que E. coli, permanecendo
na agua quando a E. coli ja ndo esta mais presente. C. perfringens é um bacilo Gram-
positivo, esporulado, anaerdbio estrito, capaz de sobreviver na adgua por periodos
de tempo maiores que os observados para os indicadores previamente citados e é
altamente resistente aos desinfetantes empregados. Assim, é um excelente indicador
de contaminagao fecal remota.

Ja a bactéria Pseudomonas aeruginosa também é considerada um indicador de
qualidade de 4gua, porém sua pesquisa est restrita as dguas minerais. E um bacilo
Gram-negativo, e que tem por caracteristica a capacidade de crescer com quantidades
minimas de nutrientes, sendo, portanto, um bom indicador, uma vez que sobrevive
por longos periodos de tempo na agua e pode ser um agente para monitoramento de
condic¢des higiénicas de sistemas industriais.

Outros micro-organismos também sdo indicadores de qualidade microbioldgica,
como bactérias heterotréficas, bolores e leveduras e estafilococos coagulase positiva,
estes Ultimos sendo particularmente importantes para a qualidade da agua para
balneabilidade.

De acordo com a portaria 2.914 (BRASIL, 2011), a dgua potavel, tratada, deve
ser livre de coliformes totais e fecais em 100 mL. A dgua mineral deve ter auséncia
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de coliformes totais, coliformes termotolerantes ou E. coli, E. faecalis, P. aeruginosa e
clostridios sulfito redutores ou C. perfringens.

Além destes micro-organismos, a presenca de protozoarios também pode ser
indicativa de contaminacdo dos mananciais de agua, antes do tratamento. Estes
organismos sdo abundantes em sistemas aquaticos, tém ciclo de vida curto e sdo
altamentesensiveisaalteracdes ambientais. A presencadestes,aoindicarcontaminacdo
dos mananciais, pode alertar para a necessidade de instalagdo de filtros no sistema
de tratamento, uma vez que estes indicadores e patégenos deste grupo, como Giardia
sp., sao resistentes aos desinfetantes comumente usados (DIAS; WIELOCH; D’AGOSTO,
2008).

Outros micro-organismos podem ser artificialmente introduzidos no ambiente
aquatico e, depois de um determinado tempo de exposicdo, recolhidos e avaliados
em relacdo a sua viabilidade e normalidade em determinadas func¢des celulares. Um
bom exemplo ocorre com as microalgas, utilizadas como biossensores para a avaliacao
de contaminagdo em ambientes aquaticos. Estes micro-organismos geralmente sdo
imobilizados em um substrato permeavel e deixados no ambiente supostamente
contaminado por um determinado intervalo de tempo. Como exemplo, Ferro et al.
(2012) selecionaram trés microalgas para uso como bioindicadores de toxicidade:
Chlorella vulgaris, Pseudokirchneriella subcapitata e Chlamydomonas reinhardtii.
Estas microalgas foram imobilizadas em hidrogéis de alginato e silica e expostas a
varias concentracdes do herbicida atrazina. Alteracbes celulares foram detectadas
e os autores propdem a utilizacdo deste sistema para monitorar bacias hidrograficas
préximas de ambientes com alta incidéncia de utilizagdo de herbicidas como a atrazina
e outros agrotoxicos.

7.4 Bioindicadores de qualidade do solo

0 solo é considerado um recurso natural vivo e dindmico, responsavel pela
producdo de alimentos e pela regulacdo do ecossistema. E um reservatério de micro-
organismos, os quais tém importante papel na manutencao da fertilidade deste solo,
bem como nos ciclos biogeoquimicos.

Assim como previamente descrito, o crescimento populacional e a atividade
humana levaram a crise de alimentos no mundo, ocasionando o manejo intensivo do
solo e o uso de pesticidas e fertilizantes, visando o aumento da producdo agricola.
Diversos contaminantes podem afetar o solo, como agrotoxicos, metais pesados,
compostos quimicos oriundos de aguas de descarte doméstico ou industrial, e
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biolégico, muitas vezes representado por patégenos vegetais e animais, incluindo
humanos (ARAUJO; MONTEIRO, 2007).

A capacidade de o solo funcionar no ecossistema e sustentar a produtividade
bioldgica, manter a qualidade ambiental e promover a salide de plantas e animais
¢ denominada qualidade do solo. Embora seja de conhecimento da comunidade
cientificaqueosoloprecisasermonitoradoemrelagdoacontaminagdo,aquantidade
de fatores quimicos, fisicos e bioldgicos envolvidos nos ciclos biogeoquimicos, é
um fator limitante para essa avaliacdo. A identificacdo de parametros que possam
indicar o impacto ambiental no solo, portanto, torna-se uma tarefa complexa.

Bactérias, actinobactérias e fungos representam grande parte da biomassa
microbiana presente nestes ecossistemas. A biomassa microbiana é a matéria
organica viva do solo, podendo chegar a representar de 1 a 5% do carbono organico
total do solo. A atividade bioldgica é concentrada nas camadas mais superficiais do
solo, a profundidade de 1 a 30 cm, e consiste de decomposicdo da matéria organica,
disponibilizacdo de nutrientes para as plantas e, ainda, degradacdo de compostos
tdxicos. Assim, um solo com abundancia de micro-organismos é mais apto a manter
suas caracteristicas estaveis apdés um evento de contaminac¢do (BABUJIA et al., 2010;
ARAUJO; MONTEIRO, 2007).

Os indicadores biolégicos no monitoramento do solo devem ser exatos e
precisamente avaliados, fornecendo respostas em ampla escala de tipos e condi¢cdes do
solo; econdmicos e de facil andlise; sensiveis aos estresses ambientais, mas robustos,
para nao gerar falsos resultados positivos, e validados cientificamente.

Os parametros utilizados para o monitoramento da qualidade ambiental do
solo sdo a taxa de respiracdo microbiana, a biomassa microbiana, a taxa de fixacao
biolégica de nitrogénio, bem como da nodulagdo de leguminosas por bactérias do
género Rhizobium e a atividade das enzimas no solo.

A respiracdao do solo tem papel fundamental no ciclo do carbono e sua
avaliacdo permite quantificar a atividade microbiana. Ao confrontar a taxa
de respiracdo microbiana com a quantidade de matéria orgénica e biomassa
microbiana, pode-se obter um panorama do solo, em relagdo a sobrevivéncia e ao
metabolismo dos micro-organismos que compdem o ecossistema em estudo. Isso
¢é possivel, pois os micro-organismos sofrem mudancas abruptas em resposta as
modificacdes no solo, aumentando sua taxa respiratéria e também de utilizagdo
de carbono e nitrogénio.

A fixagdo bioldgica de nitrogénio também pode ser utilizada como indicadora
de impacto ambiental no solo. Como a rela¢do simbidtica entre Rhizobium sp. e
leguminosas é altamente especifica, a nodulagdo por Rhizobium e a taxa de fixacdo
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bioldgica de nitrogénio podem fornecer informacdes sobre as condi¢bes do referido
solo.

As enzimas presentes no solo também figuram como indicadores de qualidade
ambiental, uma vez que sua atividade é relacionada com a matéria organica e
com a biomassa microbiana. As principais enzimas no solo sao a desidrogenase,
B-glucosidase, celulase, urease, amidase, fosfatase, arisulfatase (BABUJIA et al., 2010;
ARAUJO; MONTEIRO, 2007).

As micorrizas, associa¢Oes simbidticas entre fungos e raizes de plantas, sdo
importantesindicadores de qualidade do solo. Presentes em 95% das espécies vegetais,
os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) tém papel fundamental no crescimento e
nutricdo vegetal uma vez que promovem a absor¢do muito aumentada de P, Cu, Zn
e K do solo. Em situacbes de contaminacdo do solo por compostos como fdsforo,
principalmente via adubacdo, observa-se a reducdo na taxa de micorrizacdo das raizes
(SILVEIRA, 1998).

Técnicas mais recentes, como a metagendmica, permitem acessar a diversidade
microbiana no solo sem a necessidade de isolamento dos micro-organismos.
Basicamente, o DNA total do solo é purificado e, por métodos de biologia molecular,
¢é possivel determinar quais organismos estdo presentes. Deste modo, é possivel
comparar solos férteis, livres de contaminagdo ou com baixos niveis, e solos altamente
comprometidos por impactos ambientais.

7.5 Bioindicadores de qualidade do ar

Segundo a resolucao Conama n° 03/1990, considera-se poluente, qualquer
substancia presente no ar e que, pela sua concentragdo, possa torna-lo improprio,
nocivo ou ofensivo a salde, inconveniente ao bem-estar publico, danosos aos
materiais, a fauna e a flora ou prejudicial a seguranca, ao uso e gozo da propriedade e
as atividades normais da comunidade. O ar é constantemente contaminado pela acdo
antropica, principalmente por gases emanados por industrias, fumaca de chaminés
domésticas, emissdes de veiculos automotivos e também gases vulcanicos. Como
indicadores quimicos de contaminacdo podem ser citados fumaca, particulas inalaveis,
metais pesados, diéxido de enxofre (SO,), monéxido de carbono (CO), ozdnio (03) e
oxidos de nitrogénio (ON ).

Em virtude da poluicdo crescente, especialmente nos grandes centros urbanos e
industriais,omonitoramentodaqualidadedoarpodeserrealizado por meiodaavaliacao
de micro-organismos indicadores. Dentre estes, os mais sensiveis sdo os liquens,
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associa¢Oes simbidticas entre fungos e algas fotossintetizantes. Estes organismos
respondem de forma bastante eficiente as alteracdes nas condicbes atmosféricas,
constituindo excelentes indicadores de qualidade do ar. A sua sensibilidade leva
a diminuicdo da sua vitalidade, bem como a altera¢des na sua biologia como, por
exemplo, na ruptura da relagdo simbidtica, fato dificil de ser observado em situacdes
ambientais estaveis. Os liquens sdo capazes de absorver elementos radioativos,
metais pesados e outros poluentes e sua anatomia, por ndo possuirem estruturas
que permitam a eliminagdo de compostos tdxicos, é um dos fatores chave para o seu
emprego como bioindicador.

Os poluentes presentes no ar podem levar a alteragGes na quantidade de liquens,
no tamanho da drea que os mesmos habitam modificacdes morfoldgicas e metabdlicas
nas espécies envolvidas. De uma forma geral, a alga, parte da relaco simbidtica é mais
sensivel e mais rapidamente prejudicada pela acdo dos poluentes, chegando a ter a
clorofila degradada. Isso reflete em menores niveis de fotossintese e, em consequéncia,
de menor liberacdo de oxigénio no ambiente. O monitoramento, neste caso, consiste de
avaliacdo da diversidade, abundancia e frequéncia das espécies liquénicas (MARTINS;
KAFFER; LEMOS, 2008).

Leveduras podem ser importantes indicadores de qualidade do ar. A superficie
foliar apresenta uma microbiota diversa e membros da familia Sporobolomycetaceae,
por sua sensibilidade aos poluentes urbanos e industriais, especialmente ao didxido de
enxofre e ao didxido de carbono, constituem bioindicadores de polui¢cdo atmosférica
(SILVA et al., 2014).

7.6 Monitoramento fisico-quimico e ecotoxicolégico

A introducdo de substdncias téxicas no ambiente aquatico, além de causar
efeitos locais e imediatos, pode levar a altera¢Ses sistémicas como a contaminacao de
bacias hidrograficas e o comprometimento de reservatérios subterrdneos através da
infiltracdo pelo solo. Assim, a comunidade aquatica, bem como as comunidades que
fazem uso dos recursos hidricos, pode ser exposta e sofrer efeitos de contaminagdo
crénica (THOMPSON; LANGTON; HART, 1995).

Avaliar a quantidade de poluentes presentes no ambiente e nos animais por si
s6 ndo é suficiente, havendo a necessidade de se detectar e avaliar o impacto destes
poluentes nos organismos expostos, pelo fato de existirem diferencas na forma
de metabolizar os xenobidticos. Dentre os principais organismos utilizados como
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biomonitores estdo espécies de moluscos, peixes, anfibios, mamiferos (COTELLE;
FERARD, 1999) e algas (AOYAMA; IWAHORI; MIYATA, 2003).

Buscando entender a interacdo dos xenobidticos com a vida aquética, surgiu
a ecotoxicologia, ciéncia que identifica e avalia os efeitos causados pela presenca
de xenobidticos no ecossistema. A partir dos resultados de pesquisa nesta area
passou-se a indicar se a concentra¢ao de um determinado poluente seria capaz de
exercer ou ndo efeitos deletérios sobre uma comunidade especifica (HUGGETT et
al., 1992).

O monitoramento ambiental, principalmente no que diz respeito a organismos
expostos a poluentes, utilizando testes em sistemas bioldgicos, propicia promissoras
ferramentas para a identificacdo de poluentes capazes de causar dano a saide humana
e a0 ambiente (DA SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003).

7.7 Ensaios ecotoxicologicos com organismos aquaticos

A ecotoxicologia é o estudo dos efeitos toxicos de substadncias quimicas e
efluentes industriais em uma populagdo, na comunidade e também no ecossistema,
bem como das medidas necessarias para prever, conter ou tratar os danos causados
(OGA; CAMARGO; BATISTUZZ0, 2008).

Aobservacdodocomportamento e das reacdes de animais e plantas no contato
com contaminacdes da natureza, particularmente da agua, levou no século XIX, a
se considerar o emprego de organismos como indicadores de impactos ambientais.
A ideia de se utilizar os préprios membros dos ecossistemas para o controle da
qualidade destes foi difundida e, apds anos de pesquisas e experiéncias com
inUmeros organismos, algumas espécies se mostraram potencialmente aptas para
0 monitoramento ambiental bioldgico. Verificou-se que a reacdo, a sensibilidade
das espécies, varia consideravelmente entre os diferentes grupos taxonémicos
perante as mesmas substancias quimicas ou amostras ambientais (KNIE, 2004).

A toxicidade de agentes quimicos no meio hidrico é avaliada por meio de
ensaios ecotoxicolégicos com organismos representativos da colunad’aguaoudos
sedimentos de ambientes de dgua doce, estuarina ou marinha. O conhecimento
da toxicidade desses agentes a diferentes organismos aquaticos possibilita, além
do estabelecimento de limites permissiveis, avaliar o impacto momentaneo que
esses poluentes causam a biota dos corpos hidricos (ZAGATTO; BERTOLETTI,
2008).
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O emprego de varias espécies nos bioensaios ndo ¢é praticavel nem
economicamente viavel. Por esse motivo, por volta dos anos 1950, varios paises como
Alemanha, Estados Unidos, Franca e Inglaterra comecaram a selecionar organismos
tipicos dos grupos mais importantes da biocenose aquatica, levando em consideragdo
os diferentes niveis tréficos: decompositores (bactérias), produtores primarios (algas),
consumidores primarios (protozodrios e microcrustaceos) e consumidores finais
(como peixes). Alguns organismos padronizados nesse periodo se consolidaram como
importantes organismos-teste, sendo utilizados até hoje na maioria dos laboratérios de
ecotoxicologia do mundo (KNIE, 2004).

Os testes com esses organismos foram normatizados nos respectivos paises de
origem, logo apds terem sido implementados. Depois, foram também padronizados
internacionalmente, por exemplo, pela Organization for Economic Co-operation and
Development (OECD) e pela International Organization for Standardization (ISO). Essa
padronizacgdo se reveste de grande importancia, pois a harmoniza¢do dos bioensaios
possibilita a aplicacdo uniforme dos métodos de teste mundialmente, assegurando
resultados comparaveis entre os diversos laboratdrios (KNIE, 2004). Atualmente,
varios ensaios de toxicidade ja estdo bem estabelecidos, sendo alguns padronizados
nacionalmente pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2008).

Os critérios decisivos para a escolha destas espécies foram, sobretudo, as boas
experiéncias com seu manuseio e a sua importancia na cadeia alimentar, sua ampla
disseminacdo e facil disponibilidade. A esses organismos pertencem as bactérias
Pseudomonas putida e, a partir do final dos anos 1970, as fotobactérias Vibrio fischeri,
as algas Scenedesmus subspicatus e Selenastrum capricornutum, os microcrustaceos
Daphnia magna e Ceriodaphnia dubia e peixes como Danio rerio, Pimephales promelas,
Leuciscus idus ou Poecilia reticulata, entre outros (KNIE, 2004).

O principio basico para todos os ensaios de toxicidade é semelhante e requer
condi¢bes ambientais especificas, como pH, temperatura, oxigénio dissolvido, dureza
da agua, fotoperiodo e duracdo do teste. Nesses ensaios, 0s organismos-teste (peixes,
microcrustaceos, algas, bactérias, dentre outros) sdo expostos a varias concentra¢des
da amostra a ser testada (substancia quimica, efluente, extrato aquoso), em solug¢des
contidas nos frascos-teste por determinado periodo de tempo. Em todos os ensaios
sdo utilizados frascos-controle (somente com dgua de dilui¢do), nos quais se avalia
a viabilidade do lote de organismos expostos. Apds o periodo do teste verificam-
se os efeitos da amostra sobre alguns pardmetros bioldgicos como mortalidade,
crescimento, reproducdo, comportamento, entre outros. Os efeitos observados
sdo analisados estatisticamente e os resultados expressos em unidades numéricas
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).
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Atoxicidade dos poluentes varia em fun¢do do tempo e de suas concentragoes,
podendo ser dividia em efeitos agudos ou crénicos. Os ensaios de toxicidade aguda
sdo caracterizados por rapidas exposicdes a altas concentracdes de poluentes.
Sdo os efeitos mais perigosos, podendo causar graves desordens fisiologicas até
a morte por envenenamento. S3o os ensaios que avaliam os efeitos, em geral
severos e rapidos, sofridos pelos organismos expostos ao agente quimico, em curto
periodo de tempo, geralmente de um a quatro dias. Foram os primeiros ensaios
a serem desenvolvidos devido a simplicidade de execucdo, curta duracdo e baixo
custo e constituem a base de dados ecotoxicoldgicos. Nestes ensaios, usualmente
os critérios de avaliacdo sdo a mortalidade e a imobilidade dos organismos-teste,
critérios facilmente identificados e com significado bioldgico e ecoldgico para o
ambiente (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

Os ensaios de toxicidade cronica permitem avaliar os efeitos adversos mais
sutis aos organismos expostos, uma vez que sdo realizados em concentragdes
subletais que podem causar disturbios fisioldgicos e/ou comportamentais em
longo prazo (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). Os efeitos cronicos estdo relacionados
com a exposicdo prolongada de concentracSes baixas, o que resulta em efeitos por
acumulagao; sdo os principais focos de estudos em ecotoxicologia (OGA; CAMARGO;
BATISTUZZO, 2008).

7.8 Monitoramento ambiental empregando micro-organismos

Como premissa basica, os organismos aquaticos utilizados em ensaios
ecotoxicoldgicos devem pertencer a certos grupos taxonémicos representativos dos
ecossistemas aquaticos. Algas e outros vegetais sdo a base da cadeia alimentar e sdo
denominados organismos produtores ou autétrofos. Todos os outros organismos,
com excecdo de alguns que realizam quimiossintese, se beneficiam dessa producéo
e sdo denominados heterdtrofos, ou seja, os consumidores e os decompositores.
Os consumidores sdo divididos em diferentes grupos, de acordo com a distancia
do nivel produtor, em consumidores primarios, secundarios, terciarios e assim
por diante. Os decompositores garantem a degradacdo de substdncias organicas
resultantes de organismos mortos ou de seus metabdlitos em substancias mais
simples, de forma que estas possam ser facilmente reassimiladas pelos organismos
produtores e pelos consumidores do tipo filtradores (ZAGATTO; BERTOLETTI,
2008). O micro-organismo mais empregado nos testes ecotoxicoldgicos é a bactéria
marinha Vibrio fischeri.
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7.8.1 Teste com fotobactérias - inibicdo da luminescéncia de Vibrio fischeri

Caracteristicas de V. fischeri

Vibrio fischeri é uma bactéria marinha luminescente, gram-negativa e anaerdbia
facultativa. Em condi¢des ambientais favoraveis, emite luz naturalmente, necessitando
para isso oxigénio em concentracdes acima de 0,5 mg/L (KNIE, 2004).

7.8.2 Bioluminescéncia

De acordo com White (2000), bioluminescéncia é a emissdo de luz por
organismos vivos. Dentre os diversos organismos que emitem luz, podemos encontrar
representantes de algas (dinoflagelados), fungos, camardes, insetos, peixes e bactérias.
Embora alguns vivam no solo ou em ambientes de dgua doce, a maioria € organismo
marinho.

A atividade luminescente microbiana envolve sistemas de transporte de elétrons
associados a producdo de luz, e que sdo diretamente afetados por fatores ambientais
prejudiciais ao metabolismo celular. Se algum distarbio sobre a cadeia de transporte
de elétrons manifesta-se como uma reducdo de luz, muito provavelmente a substancia
toxica apresenta-se em uma forma biodisponivel capaz de penetrar no interior da
célula (STEINBERG et al., 1995).

Abioluminescéncia produzida pela bactéria marinha V. fischeri é a base para varios
ensaios de toxicidade. Em todos os sistemas, a toxicidade é avaliada medindo até que
ponto a substancia causa inibicdo sobre a emissdo de luz pelas bactérias (JENNINGS;
RAYNER-BRANDES; BIRD, 2001). A emissdo da luz nas bactérias é influenciada pelo
fendmeno denominado de quorum sensing, que se traduz em um sinal de concentragéo
celular.

Muitas bactérias sdo capazes de monitorar suas densidades populacionais
utilizando-se para isso, de ferormonios como, por exemplo, a N-acilhomoserina
lactona. Estes sdo responsaveis pelo sinal de emissdo da bioluminescéncia (ZHANG
et al., 2002). Bactérias luminescentes produzem luz quando oxidam simultaneamente
riboflavina 5-fosfato (FMNH,) e um aldeido de cadeia longa (RCHO) como, por exemplo,
tetradecanal (C14), na presenca de oxigénio. A reacdo ¢ catalisada por uma enzima do
tipo flavina monooxigenase denominada luciferase (SANTOS; SANTOS, 1993).

A utilizacdo de micro-organismos bioluminescentes para testes de toxicidade
¢ relativamente simples e rapida, ndo exigindo a identificacdo quimica dos agentes
téxicos. Métodos de avaliacdo da toxicidade com bioluminescentes incluem o uso de
luminescéncia natural de bactérias marinhas (Photobacterium phosphoreum e Vibrio
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fischeri), como o sistema Microtox e o Lumistox e bactérias geneticamente modificadas
para produzir bioluminescéncia, como a insercao de genes lux em Escherichia coli e
Photobacterium fluorescence.

7.8.3 Aplicacdes e caracteristicas do ensaio ecotoxicolégico com V. fischeri

0 uso das fotobactérias em ensaios ambientais comecou, nos anos 60 do século
XX, no dmbito do monitoramento da polui¢do atmosférica. A partir do final da década
de 70 do século passado, ensaios com bactérias luminescentes passaram a ser usados
com sucesso na determinacdo da toxicidade de amostras aquaticas, de sedimentos e
de solos (KNIE, 2004).

O sistema de teste é baseado na medicdo daluminescéncia emitida pelas bactérias
V. fischeri apds exposi¢do a uma amostra por um periodo de 15 ou 30 min. A intensidade
da luz das bactérias na amostra é comparada a de um controle, onde ndo é adicionada
a amostra. Na presenca de substancias toxicas a bioluminescéncia diminui, sendo a
quantidade de perda de luz proporcional a toxicidade da amostra. O decréscimo da
luminosidade acontece em fun¢do da inibi¢do dos processos metabdlicos das bactérias
(KNIE, 2004).

O ensaio é de facil execucdo. Considerando-se todos os procedimentos
necessarios a sua preparagdo e o tempo de exposi¢do dos organismos-teste a amostra,
o teste completo é realizado em menos de 02 h. Além da praticidade e rapidez, o ensaio
permite a avaliagdo tanto de amostras de dgua doce quanto salina. Em fungdo desses
fatores, o teste com fotobactérias se tornou também um instrumento muito Gtil em
situacdes emergenciais como, por exemplo, em situaces de acidentes ambientais,
quando se necessita de uma resposta rapida (KNIE, 2004).

O teste de toxicidade aguda com V. fischeri é considerado uma alternativa valiosa
na avaliacdo da contaminacdo ambiental. E um método eficiente na deteccio da
toxicidade de um amplo espectro de contaminantes quimicos, especialmente quando
se pretende avaliar misturas complexas contendo diferentes compostos organicos e
inorganicos (HERNANDO et al., 2006).

Os ensaios com V. fischeri encontraram grande aplicabilidade, especialmente com
a padronizacdo em 1991 pela DIN (norma 38412 parte 34) e em 1998 pela ISO (norma
11348, partes 1, 2 e 3), revisada em 2007 (ISO 11348, 2007). Em 2006, a ABNT publicou
a NBR 15411 ‘Ecotoxicologia Aquética - Determinacdo do efeito inibitério de amostras
de dgua sobre a emissdo de luz de V. fischeri (ensaio de bactéria luminescente)]’ que,
baseada na ISO 11348, emprega o tempo de exposicdo de 30 min e também é dividida
em trés partes: parte 1 - método utilizando bactérias recém-cultivadas; parte 2 -
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métodos utilizando bactérias desidratadas e parte 3 - método utilizando bactérias
liofilizadas (KNIE, 2004).

O sistema analitico é baseado na medicdo da luminescéncia emitida pelas
bactérias apds exposicdo a uma amostra por um periodo de 15 ou 30 min medida
através de luminémetro (KNIE, 2004).

Emvirtudedesuaorigem marinha, para se testaramostras com baixa concentragdo
de sal, essas bactérias precisam de ajuste de salinidade, o que é usualmente obtido
pela adi¢do de cloreto de sédio (UMBUZEIRO et al., 2010).

O teste ¢ rapido, sensivel e reprodutivel, podendo ser aplicado na andlise de
agua superficial e subterranea, de efluentes industriais e domésticos, agua intersticial
de sedimentos, solubilizados de solos contaminados e residuos sélidos (GIROTTI et
al., 2008). Segundo Parvez, Venkataraman e Mukherji (2006), os resultados dos testes
com V. fischeri apresentam boa correlagdo com outros testes de toxicidade aguda com
organismos aquaticos.

7.8.4 Procedimentos para realizacdo do ensaio ecotoxicolégico com V.
fischeri

Deve ser utilizada a linhagem NRRL B-11177 de bactéria luminescente da espécie
V. fischeri. As bactérias podem ser adquiridas comercialmente na forma liofilizada e
desidratada (e a cultura estoque ser mantida congelada) ou cultivadas em laboratério
(mantidas em meio agar) e armazenadas em freezer a - 20°C, dispensando cuidados
didrios com a sua manutencao (KNIE, 2004).

De acordo com a NBR 15411, a suspensdo-estoque deve conter a bactéria e meio
protetor quando o ensaio empregar bactérias recém-cultivadas; bactéria e solucdo para
bactérias desidratadas quando empregar bactérias desidratadas e bactérias e solugéo
de reconstituicdo quando empregar bactérias liofilizadas. Quando se empregam
bactérias desidratadas, as suspensdes bacterianas sdo preparadas a partir de reagentes
desidratados comercialmente disponiveis, que podem ser conservados em freezercom
temperatura entre - 18°C e - 20°C. As bactérias, apds sua reconstituicdo, comecam a
emitir luz imediatamente e estdo prontas para utilizacdo no ensaio (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2012).

Geralmente o teste com fotobactérias é executado em aparelhos especificos,
como o Microtox® e Lumistox®. Os sistemas consistem em um lumind6metro com
unidade integrada de comando e medicao, e um termobloco que no sistema Microtox
® é embutido no lumindmetro. Os procedimentos de execucdo do ensaio, tais como
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sequéncia da colocac¢do da amostra, periodo de incubacdo, leitura da luminescéncia e
calculo dos resultados sdo gerenciados pelo préprio equipamento (KNIE, 2004).

O teste é preparado e executado no termobloco (ou outra incubadora adequada)
com temperatura constante de 15 + 1°C. Durante o ensaio, a temperatura entre os
recipientes de teste ndo deve variar mais que 0,2°C (KNIE, 2004).

O teste consiste em reidratar a bactéria e fazer a leitura daintensidade de luzinicial
(sem contato com a substancia toxica ou amostra) e, em outra etapa, fazer a leitura da
intensidade da luz apds o contato com a amostra ou substancia de interesse em um
tempo padronizado pelo teste em que as bactérias ficaram expostas a amostra-teste. A
perda de luminescéncia indica que substancias toxicas interferiram negativamente no
sistema enzimatico das bactérias.

7.8.5 Preparo das amostras

Inicialmente sdo medidos o pH, o oxigénio dissolvido, a condutividade e a
salinidade da amostra. Se o pH da amostra estiver entre 6 e 8,5, em geral o ensaio
pode ser executado sem correcao do pH. Quando houver necessidade, o pH pode ser
ajustado com HCl ou NaOH 1N, sendo que a solucdo de acido ou base adicionada ndo
deve exceder 5% do volume total da amostra (KNIE, 2004).

A amostra deve ter salinidade minima de 20 g/L de cloreto de sddio (NaCl) ou
correspondente concentragao de outros sais com equivalente osmolaridade. Portanto,
em amostras com salinidade inferior, é necessario adicionar NaCl até atingir essa
concentracdo. Amostras com concentragdo de NaCl ou equivalentes entre 20 e 50 g/L
podem ser testadas sem qualquer ajuste. Amostras com concentra¢des acima de 50 g/L
de NaCl podem causar efeitos hiperosméticos e devem ser diluidas, porém, essa pré-
diluicdo da amostra precisa ser considerada na avaliacao do resultado do teste (KNIE,
2004).

A fim de que as bactérias possam desenvolver satisfatoriamente sua capacidade
de emitir luz, é necessaria uma concentracdo de oxigénio dissolvido maior que 0,5
mg/L. Assim, amostras com concentracao de oxigénio abaixo desse valor ou com
alta demanda de oxigénio podem ter efeito inibitério sobre a luminescéncia, dando
a impressdo de serem tdxicas, independente da eventual presenca de substancias
nocivas (KNIE, 2004).

Em amostras com cor, comuns na industria téxtil, de papel e pigmentos, os
corantes absorvem parte da luz emitida pelas bactérias, levando a falsos resultados.
Por isso, durante a preparacdo da série de dilui¢des é importante observar se existe cor
visivel nas diluigSes-teste. Se for o caso, ao final do ensaio, é preciso verificar se a cor
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influencia na medicdo da luz emitida pelas bactérias por meio de um procedimento
especifico, a correcdo de cor (KNIE, 2004).

Antes de iniciar a preparacdo das solugBes-teste, a amostra e a agua de diluicdo
devem ser colocadas em banho de gelo. Nos ensaios com bactérias luminescentes, as
diluicGes da amostra sofrem mais uma diluicdo ao serem adicionadas a suspensdo de
bactérias. Via de regra, sdo misturados volumes iguais de suspensdo bacteriana e de
amostra (pura ou diluida), resultando numa diluicdo com fator igual a 2. Ndo é possivel
testar a amostra bruta, pois em funcdo do volume da suspensdo bacteriana ocorre
automaticamente certa diluigdo. As dilui¢des sao preparadas diretamente nas cubetas
de teste, sendo preparadas com auxilio de micropipetas (KNIE, 2004).

7.8.6 Expressao de resultados

O FT,, representa o menor valor de FD (Fator de diluicdo) da série de dilui¢des
da amostra, no qual a porcentagem de inibigdo da luminescéncia, apds o tempo de
exposicdo (t) é inferior a 20% (KNIE, 2004).

O valor de CE () corresponde a concentragdo nominal da amostra, no inicio do
ensaio, que causa determinada porcentagem de inibi¢do da luminescéncia. Nos ensaios
com fotobactérias, em geral, sdo determinados os valores da CE ()20 (20% de inibi¢do),
e da CE (1)50 (50% de inibicdo) e, em alguns casos, da CE ()80 (80 % de inibicdo). Para
amostras ambientais, os valores sdo expressos em porcentagem (%), e para amostras
de concentracao conhecida, em mg/L (KNIE, 2004).

7.8.7 Teste de sensibilidade

0 teste de sensibilidade é executado nas mesmas condicdes do teste definitivo,
a partir de uma solucdo estoque da substéncia de referéncia de concentragdo
conhecida. Segundo a NBR 15411, dicromato de potassio, 3,5 diclorofenol e sulfato de
cobre heptahidratado sdo utilizados como substancias de referéncia para esse teste
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2012).

De acordo com a norma ISO 11348 (partes 1 e 2), as bactérias preparadas frescas
e preservadas em meio liquido devem apresentar entre 20 a 80% de inibicdo da
luminescéncia, apds 30 min de contato com as substancias de referéncia nas seguintes
concentragdes: 6 mg/L de 3,5-diclorofenol; 2,2 mg/L de sulfato de zinco heptahidratado
e 4 mg/L de dicromato de potassio. Para bactérias liofilizadas, conforme a 1SO 11348
(parte 3), para as mesmas substéncias, consideram-se respectivamente os seguintes
valores: 3,4 mg/L; 2,2 mg/L e 18,7 mg/L (KNIE, 2004).
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7.9 Conclusoes

Os micro-organismos podem servir como indicadores no monitoramento
ambiental de duas formas, basicamente. Quando os préprios micro-organismos sdo
os poluentes ambientais, indicando a liberacdo de contaminantes decorrentes da
ocupacado de uma determinada area, como ocorre por exemplo com esgotos liberados
no ambiente sem tratamento prévio. Porém, micro-organismos estdo integrados
nos mais diversos ecossistemas de varias formas, exercendo papéis fundamentais
nas cadeias troficas. Poluentes podem prejudicar estes micro-organismos, trazendo
consequéncias para estes ecossistemas. Com o conhecimento do papel destes micro-
organismos nestes ecossistemas, eles se tornam uma ferramenta valiosa para a
identificacdo de poluentes capazes de causar danos a saide humana e ao ambiente.
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CAPITULO VIII

Prospeccao biotecnoldgica para a produgao
de enzimas microbianas

Alessandra Tenério Costa, Adriana Garcia, Vania Specian, Jodo Alencar Pamphile

8.1 Introducao

Enzimas sdo biomoléculas necessarias para as varias fungdes quimicas que
mantém a vida. Elas aceleram todos os processos metabdlicos (biocatalisadores),
realizam uma tarefa especifica, sendo altamente eficiente, 0 que pode aumentar as
taxas de rea¢Ges. Grande parte das enzimas é proteinas, com exce¢do de algumas
moléculas de RNA descobertas em 1980, que podem atuar como enzimas. Essas
moléculas denominadas de ribozimas sdo responsaveis por catalisar uma série de
reagGes quimicas.

As enzimas possuem elevado grau de especificidade sobre seus substratos,
acelerando reagGes especificas, ndo sendo alteradas ou consumidas durante o processo.
Alintegridade e a formagédo proteica de uma enzima regem sua atividade catalitica, que
¢ perdida em caso de desnaturagdo ou dissociagdo em subunidades, dessa forma suas
estruturas proteicas primaria, secundaria, terciaria e quaternaria sdo essenciais ao seu
funcionamento e ativagao.

Para serem ativadas, as enzimas requerem um grupo quimico ou componente
adicional conhecido como cofator, além de seus residuos de aminoacidos. Cofatores
podem ser ions inorganicos como Fe?, Mg?, Mn?* ou Zn*+, ou mesmo uma coenzima,
que se liga covalentemente a parte proteica da enzima formando um grupo prostético.
Em alguns casos, a enzima necessita de ambos os fatores para sua ativacdo. Essa
enzima completa, ativa, pela unido a sua coenzima e/ou ions metalicos é denominada
holoenzima.

O interesse por micro-organismos como fonte de produtos quimicos
comercialmente Uteis, antibidticos e enzimas, tem sido reconhecido ha tempos. Jokichi
Takamine (1894 e 1914) foi o primeiro a verificar a possibilidade do uso de técnicas
para obtenc¢do de enzimas produzidas por fungos e aplica-las a industria. No caso da
producdo de enzimas bacterianas, o pioneirismo ocorreu em 1917 com Boidin e Effront.
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(DUZA; MASTAN, 2013). Cabe ressaltar que as enzimas microbianas sdo mais estaveis
do que as de plantas e animais, com uma producao conveniente e segura.

Aimporténcia dos micro-organismos na produgdo enzimatica ocorre pela sua alta
capacidade de producdo, baixo custo e susceptibilidade a manipulacdo genética. As
enzimasdeorigemmicrobianasdodegrandeinteressebiotecnoldgiconoprocessamento
de alimentos, fabricacdo de detergentes, téxteis, produtos farmacéuticos, terapia
médica e em biologia molecular. Um Unico micro-organismos pode produzir mais de
1.000 enzimas diferentes, por isso, um longo periodo de experimentos em laboratério
pode ser necessario para isolar o melhor micror-oganismo para a producdo de um
determinado tipo enzimatico.

Na industria, a geragdo de enzimas ocorre pelo processo de fermentacdo. Existem
dois métodos de fermentacdo utilizados para a producgdo enzimatica; a fermentacdo
submersa e a fermentacdo em estado sélido. A fermentacdo submersa envolve a
producdo de enzimas por micro-organismos em um meio liquido e, a fermentacdo em
estado sdlido, o cultivo de micro-organismos e consequente producdo de enzimas
ocorrendo sobre um substrato sélido. Essas enzimas sdo recuperadas por métodos
de centrifugacdo, para as produzidas extracelularmente e, lise das células, para as
intracelulares.

Na fermentacdo submersa utilizada em escala industrial, para a producdo
de enzimas por micro-organismos , sdo empregados fermentadores com grande
capacidade de volume. Esse tipo de fermentacdo também ¢é realizada em laboratério,
com o uso de frascos (erlenmeyers) e agitadores de bancadas (Figura 1).

Para ser considerado um micro-organismo ideal para um processo de producdo
enzimatica, o mesmo deve apresentar as seguintes caracteristicas, segundo Bon et al.
(2008):

- ser seguro sob o ponto de vista bioldgico, ou seja, ndo ser patogénico;

apresentar elevada capacidade de sintese e excre¢do da enzima;

- suportar condi¢cGes ambientais adversas, relacionadas com a pressdo osmotica
e a temperatura;

- ser tolerante a presenca de substancias toxicas, que podem ser geradas no
processo de tratamento da matéria-prima ou pelo préprio metabolismo celular.

Diversos micro-organismos endofiticos, como fungos e bactérias, produzem
enzimas hidroliticas extracelulares. No caso dos fungos endofiticos, essa produgéo
faz parte de seu mecanismo de superacao da defesa do hospedeiro contra ainvasao
microbiana e/ou para obten¢dao de nutrientes para seu desenvolvimento. Quanto
as bactérias endofiticas, a producdo enzimatica ajuda na penetracdo dos tecidos
vegetais.
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Figura 1 - Fluxograma simplificado da produc¢do de enzimas microbianas utilizando o processo
de fermentagdo submersa.

Fonte: Orlandelli et al. (2012).

Segundo Azevedo et al. (2000), endéfitos sdos micro-organismos que
vivem no interior de todos os tecidos vegetais sem provocar qualquer prejuizo
a hospedeira. Para que um micro-organismo se estabeleca como endofitico,
com sucesso na planta, diversas barreiras fisicas e quimicas devem ser
superadas (Figura 2). Segundo Kusari, Hertweck e Spiteller (2012), a hipdtese de
antagonismo balanceado estabelece que o endéfito consiga evitar as respostas
de defesa de sua hospedeira antes de ser incapacitado por metabdlitos toxicos da
planta, estabelecendo assim uma coloniza¢do assintomatica. Micro-organismos
endofiticos e patogénicos possuem fatores de viruléncia que sdo combatidos
pelos mecanismos de defesa da planta. Se a viruléncia do patdgeno e a defesa
da planta permanecem equilibradas, a associacdo permanecerd aparentemente
assintomatica e avirulenta. Se a planta sucumbe a viruléncia do patégeno,
uma relacdo planta-patégeno sintomatica é estabelecida. Contudo, de acordo
com Kusari, Hertweck e Spiteller (2012), a interacdo endoéfito-planta pode nédo
ser apenas o equilibrio entre viruléncia e defesa, mas uma relagdo muito mais
complexa e bem controlada (Figura 2).
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Figura 2 - Interpretagdo esquematica da intera¢do quimica fungo-planta.
Fonte: Kusari, Hertweck e Spiteller (2012).

As enzimas de modo geral sdo uma das mais importantes biomoléculas,
apresentando grande impacto em todos os setores, desde industrial, agricola,
medicinal e biotecnoldgico. A grande demanda, aliada as perspectivas crescentes de
expansdo da aplicagcdo das mesmas, contribuiu e vem contribuindo para que varias
delas se tornassem essenciais.

8.2 Principais enzimas microbianas

8.2.1 Protease

Proteases, também conhecidas como peptidase ou proteinase, sdo enzimas
responsaveis pela quebra de ligacdes peptidicas (CO-NH) das proteinas, gerando
polipeptideos e aminoacidos livres. Elas constituem um grupo muito grande e complexo
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de enzimas, amplamente utilizadas em uma série de indUstrias. As principais fontes de
proteases sao animal, vegetal e microbiana (ALNAHDI, 2012).

As proteases possuem propriedades diferentes, tais como especificidade do
substrato, sitio ativo, mecanismo catalitico, pH, temperatura 6tima e perfis de
estabilidade (JISHA et al., 2013). Baseado no seu comportamento acido-base elas
sdo classificadas em trés grupos: proteases acida, neutras e alcalinas. As proteases
acidas tém melhor desempenho na faixa de pH entre 2.0-5.0, sendo produzidas
principalmente por fungos. As neutras tém melhor desempenho na faixa de pH 7.0
ou em torno de 7.0, sendo principalmente de origem vegetal, enquanto as alcalinas
tém atividade 6tima na faixa de 8.0 ou acima e sdo produzidas a partir de micro-
organismos (ALNAHDI, 2012).

As proteinas sdo degradadas por micro-organismos, que utilizam os produtos
dessa degradacdo como nutrientes para a sua subsisténcia. A degradacdo é iniciada
por proteinases (endopeptidases) secretadas por micro-organismos, seguida pela
hidrélise adicional por peptidases (exopeptidases) em locais extra ou intracelulares.
Dependendo da espécie ou cepas, os micro-organismos produzem uma variedade de
proteases (JISHA et al., 2013).

Existem dois tipos de proteases secretadas, as intracelulares e as extracelulares.
As proteases intracelulares sdo importantes para manter varios processos celulares e
metabdlicos, tais como a esporulagdo e a diferenciacdo celular, maturacdo enzimatica
e hormonios, dentre outros. Ja as proteases extracelulares realizam a hidrdlise de
proteinas em meios fermentados e permitem que a célula absorva e utilize os produtos
hidroliticos (JISHA et al., 2013).

A maioria das proteases comercialmente aplicaveis é alcalina e biossintetizada
principalmente por bactérias, tais como, Bacillus, Clostridium e Pseudomonas e alguns
fungos (NIGAM, 2013). As proteases flngicas podem ser produzidas no processo
de fermentagdo em estado sélido, podendo ser utilizadas para modificar proteinas
alimentares.

Vérias espécies de Bacillus estdo envolvidas na producdo de proteases, por
exemplo, B. cereus, B. sterothermophilus, B. mojavensis, B. megaterium e B. subtilis.
Este género é uma consideravel fonte de proteases alcalinas industriais, contendo
representantes no solo e na agua, com certos isolados tolerando condi¢des ambientais
extremas (ALNAHDI, 2012).

As proteases alcalinas microbianas tém uma variedade de aplicagGes,
principalmente em detergentes, beneficiamento de couro, recuperacdo de metal,
com o propdsito médico, processamento de alimentos, ra¢bes, produtos quimicos
industrias, bem como, no tratamento de residuos.
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Melo, Campos-Takaki e Silva (2015) avaliaram o potencial de trés amostras de
Bacillus licheniformis (UCP 1010, 1020 e 1022), isoladas do porto da cidade do Recife,
Pernambuco, quanto a producdo de protease em meio sélido utilizando diferentes
temperaturas (28, 37,45 e 50°C) e a sele¢do de meios de producdo de protease por meio
de fermentacgdo submersa. Os resultados revelaram que a amostra UCP 1020 obteve o
maior halo caracteristico de producdo enzimatica (3,5 cm) na temperatura de 37°C. Na
analise de produgdo por meio da fermentacdo submersa, os autores verificaram que, o
meio denominado de 3 (contendo extrato de carne; peptona; NaCl; K.HPO, e CaCl,) foi
0 que apresentou maior atividade (30,45 U L -1).

A atividade proteolitica de 98 fungos endofiticos, isolados da planta medicinal
Piper hispidum Sw. (Piperaceae), conhecida no Brasil como ‘jaborandi’ ou ‘falso-
jaborandi’, foi avaliada por Orlandelli et al. (2015). Para isso, os fungos foram cultivados
em meio indutor liquido com ou sem substratos adicionais e avaliados pela formacdo
de halo de degradacdo. Os resultados mostraram que do total de fungos endofiticos
avaliados 28 apresentaram atividade proteolitica quando crescidos em meio indutor,
sendo que os endéfitos Phoma herbarum JF766995 e Schizophyllum commune
JF766994 se destacaram quanto a atividade proteolitica, apresentando os maiores
didmetros de halo enzimatico sob, pelo menos, uma condigdo de cultura testada. O
aumento das atividades de determinados isolados na presenca dos substratos arroz ou
farinha de soja sugeriu que estes endéfitos tém potencial para a producdo de enzimas
que utilizam residuos agricolas.

8.2.2 Celulase

Celulases sdao enzimas que hidrolisam ligacdes 3-1,4 em cadeias de celulose.
A celulose é um dos mais importantes polissacarideos e o principal componente da
parede das células vegetais. Os micro-organismos sintetizam celulose com maior
pureza e hidrofilicidade do que as produzidas pelas plantas, ndo contendo lignina ou
hemiceluloses. Além de plantas e micro-organismos (bactérias e fungos), protozoarios
e animais também sintetizam celulose.

Na natureza, a hidrélise completa da celulose é mediada por uma combinacdo
de trés tipos principais de celulases: endoglucanases (clivam ligacdes internas
da fibra celulésica), exoglucanases, incluindo celobiohidrolases (atuam na regido
externa da celulose, removendo unidades de celobiose a partir das extremidades
da cadeia celuldsica) e B-glucosidase (hidrolisam oligossacarideos sollveis em
glicose, quebrando a celobiose em duas unidades de glicose) (SANTOS; GOUVEIA,
2009).
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Entre as caracteristicas importantes do complexo celulolitico esta o seu efeito
sinérgico, ou seja, os diferentes grupos de enzimas apresentam melhor rendimento
quando atuam em conjunto. Celulases podem sofrerinfluéncia de outras moléculas,
principalmente metais, como Hg™, Cu*?, Ag* e Zn*, que apresentam capacidade de
inibir ou induzir a produc¢do enzimatica (CASTRO; PEREIRA JR., 2010).

Os micro-organismos produtores de celulases podem ser aerdbicos, anaerdbicos,
mesofilos ou termofilicos. As espécies bacterianas Cellulomonas, Pseudomonas,
Bacillus e Actinobacterias e as fungicas Aspergillus, Humicola, Trichoderma e Penicillium,
possuem grande importancia para a pesquisa e indUstria, por apresentarem vantagem
seletiva sobre outras espécies. H. insolens, Thermomono sporafusca, A. niger, T. reesei
e algumas outras espécies sdo exploradas para fins industriais. A celulase fungica é
menos complexa do que a bacteriana. A fingica é produzida em grande quantidade
extracelularmente. O género Trichoderma é responsavel por uma producdo de celulase
com elevada atividade enzimatica em comparagdo com outros géneros (PIRZADAH et
al., 2014).

As enzimas celuloliticas tém demonstrado seu potencial biotecnolégico em
varias industrias, incluindo alimentos, racdo animal, fabricacdo de cerveja e vinho,
agricultura, refino de biomassa, papel e celulose, téxtil e lavandaria. Nos ultimos anos,
o interesse em celulases tem aumentado pela sua aplicagdo na producgdo de bioenergia
e biocombustiveis.

Onofre et al. (2014) avaliaram a producdo de celulase de quatro linhagens
endofiticas de Trichoderma reesei isoladas de alecrim-do-campo, em meios
semissolidos contendo bagaco de cana, suplementados ou ndo com sais. As enzimas
foram caracterizadas pelo seu pH étimo e temperatura de atividade e estabilidade
apds incubagdo na presenca de fons e variagdes de pH e temperatura. Os resultados
mostraram que as linhagens endofiticas FB1, FB2, FB3 e FB4 de T. reesei produziram
celulases em meio com bagaco de cana, suplementados ou ndo com sais, em pH 5,5
a30°C. O meio suplementado mostrou-se mais adequado para induzir a producdo de
celulase apds 29 dias de fermentacdo, com FB4 obtendo o melhor rendimento, cerca de
16,32 + 2,65 Ul / grama de substrato fermentado.

8.2.3 Xilanase

Xilanases sdo enzimas normalmente encontradas em micro-organismos, algas
marinhas, protozoarios, caracdis, crustaceos, insetos, sementes, plantas e outras
fontes naturais. Sua funcdo principal é hidrolisar moléculas de hemicelulose por
meio da conversdo de um dos seus componentes, 3-1,4 xilana em um acgucar simples
denominado de xilose.
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A hidrélise completa das xilanas possui alto grau de complexidade e, por
consequéncia, requer grande variedade de enzimas que agem em conjunto, sdo elas:
endo-f-1,4-xilanases, P-1,4-xilosidases, exoxilanases, a-L-arabinofuranosidases e
a-D-glucuronidases, sendo cada uma responsavel pela hidrélise de um tipo de xilana
(POLIZELI et al., 2005).

Os micro-organismos podem produzir multiplas xilanases, com propriedades
fisico-quimicas e estruturais diversas, além de atividade e rendimentos especificos,
0 que pode contribuir para o aumento na eficiéncia da hidrdlise e na complexidade
enzimatica. Diversos fungos filamentosos exibem elevada capacidade de degradacdo
de xilana, uma vez que estes possuem multiplas enzimas de familias diferentes.
Aspergillus ochraceus produz pelo menos trés xilanases independentes, T. reesei produz
seis e os fungos Talaromyces versatilis produzem quatro xilanases independentes com
varias propriedades (LIAO et al., 2015).

Fungos dos géneros Trichoderma, Aspergillus, Fusarium e Pichia sdo considerados
grandes produtores de xilanases. Embora as xilanases de origem bacteriana apresentem
consideravel estabilidade e temperatura 6tima mais elevada, em relacdo as dos fungos,
a quantidade de enzima produzida por bactérias é comparativamente menor do que
aquelas produzidas por fungos (PATEL; SAVANTH, 2015).

0 interesse pelas xilanases vem aumento pelas suas aplica¢Ses biotecnoldgicas
para producdo de pentose, clarificacdo de suco de fruta, bioconversdo de residuos
agricolas lignoceluldsicos em combustiveis e produtos quimicos, industrias de
alimentos, celulose, papel, téxtil e ragdo animal.

Yasinok, Sahin e Haberal (2008) estudaram dois isolados endofiticos de Bacillus
pumilus denominados M1 e M2, obtidos de partes do caule e folhas de milho, quanto
aos niveis de producdo de xilanase, utilizando espigas de milho como subproduto
agricola. Os resultados mostraram que os niveis de producdo de xilanase variaram
entre os isolados, com nivel maximo de producdo de 188,0 + 20,0 U/ml para B. pumilus
(M1) e 5,6 + 1,1 U/mL para B. pumilus (M2), em meio liquido contendo 3% de espigas de
milho como Unica fonte de carbono e indutor.

8.2.4 Amilase

A amilase é uma enzima que catalisa a quebra de amido em aclcares, estando
amplamente distribuida na natureza, principalmente em grdos, cereais, tubérculos e
raizes. Elas sdo derivadas de diversas fontes, tais como plantas, animais e de algumas
bactérias. No entanto, as derivadas de micro-organismo apresentam maior aplicacdo
biotecnoldgica e industrial (GURUNG et al., 2013). A grande vantagem da utilizacdo
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de micro-organismos para a producdo de amilase é sua capacidade de produgdo em
massa e de sua facil manipulagdo genética na obtengdo de enzimas com caracteristicas
desejaveis.

Aprimeiraamilase, designada de diastase, foi descoberta e isolada em 1833. Todas
essas enzimas sdo glicosideo hidrolases e agem em ligac¢des do tipo a-1,4-glicosidicas.
As amilases sdo divididas em trés subclasses: a, B e y, sendo essa classificacdo
baseada no tipo de ligagdo. As a-amilases sdo enzimas que ajudam na hidrdlise de
ligacBes a-1,4-glicosidicas internas do amido em produtos de baixo peso molecular,
como a glicose, maltose e unidades de maltotriose. As -amilases (1,4-a-D-glucana
maltohidrolases, glicogenases e amilase sacarogénica) sdo sintetizadas por bactérias,
fungos e plantas. Atuando a partir da extremidade ndo redutora, a 3-amilase catalisa
a hidrélise da segunda ligacdo a-1,4 glicosidica, clivando duas glucoses (unidades de
maltose) de uma sé vez. J4 as y-amilases (glucano 14- a-glucosidase, amiloglucosidase,
exo-14- a-glucosidase, glucoamilase; lisosomal a-glucosidase e 1,4-a-D-glucano gluco-
hidrolase) clivam ligagGes a (1-6) glicosidicas, bem como as dltimas ligagbes a (1-4)
glicosidicas na extremidade ndo redutora da amilose e amilopectina, produzindo
glicose (GURUNG et al., 2013).

Enzimas amiloliticas termoestaveis tém sido estudadas para melhorar o
processo de degradacao de amido industrial. Bacillus subtilis, B. stearothermophilus,
B. licheniformis e B. amyloliquefaciens sdo bons produtores de a-amilase termoestavel,
sendo que as amilases termoestaveis de B. stearothermophilus ou B. licheniformis
sdo utilizadas em industrias de processamento de amido (GURUNG et al., 2013). Uma
a-amilase denominada ‘Termamyl’ sintetizada por B. licheniformis, também é utilizada
em alguns detergentes.

Amilases halofilicas produzidas por micro-organismos em sua maioria
halobactérias que vivem em ambientes extremos sdo termotolerantes e permanecem
estaveis em temperatura ambiente por um longo periodo. Essas enzimas sdo extraidas
de algumas bactérias, tais como Chromohalobacter sp., Halobacillus sp., Haloarcula
hispanica, dentre outras.

As amilases de origem fungica sdo produzidas pela maioria dos fungos mesdfilos.
Essas enzimas estdo limitadas a isolados terrestres, principalmente Aspergillus e
Penicillium (GURUNG et al., 2013). Espécies de Aspergillus geralmente produzem uma
variedade de enzimas extracelulares, sendo as amilases uma das que apresentam
maior valor industrial. A. oryzae tem sido muito utilizado na producdo de alimentos,
como molho de soja e acido orgénico (acido citrico e acético) e enzimas comerciais,
incluindo a-amilase. A. niger tem importante capacidade hidrolitica com a produgéo
de a-amilase. O fungo termofilico Thermomyces lanuginosus é um excelente produtor
de amilase.
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As amilases possuem extensas aplicacdes comerciais no processamento de
amido, sendo utilizadas principalmente na inddstria alimenticia para a preparagéo
de cervejas, geleias, obtencdo de glucose livre para os mais diversos propdsitos, e,
também nas industrias téxteis e na fabricacdo de detergentes. Para cada uma dessas
funcdes a enzima requer propriedades Unicas no que diz respeito a especificidade,
estabilidade e dependéncia aos valores de pH e temperatura (ABDEL-FATTAH et al.,
2013).

8.2.5 Lipases e esterases

Lipases sdo definidas como carboxilesterases que hidrolisam acilglicerdis de
cadeia longa, constituida por mais de dez dtomos de carbono, enquanto as esterases
sdo enzimas que apresentam a capacidade de hidrolisar apenas acilglicerdis de cadeia
com menos de dez carbonos (MESSIAS et al., 2011).

As lipases catalisam reacbes de substratos insollveis em agua, quebrando
gorduras e dleos contendo triacilglicerdis e liberando acidos graxos livres de cadeia
longa, ou seja, ligagBes ésteres triplices. No caso das esterases, elas atuam sobre um
Unico tipo de ligacdo éster, liberando acidos graxos de baixo peso molecular. A maioria
das lipases pode hidrolisar os substratos de esterases, contudo a reacdo inversa ndo
ocorre.

As lipases sdo consideradas o principal grupo de enzimas com valor
biotecnoldgico, principalmente pela sua versatilidade, propriedades aplicadas e
facil producdo de massa. As enzimas de origem microbianas sdo extremamente
diversificadas em suas propriedades enzimaticas e especificidade para o substrato,
0 que as tornam potenciais fontes de aplicacdo industrial. Fungos e bactérias
podem secretar lipases para propiciar a absorcdo de nutrientes a partir do meio
externo, ou, no caso de micro-organismos patogénicos, para promover a invasao de
um novo hospedeiro (GURUNG et al., 2013).

Segundo Villeneuve et al. (2000), existem trés motivos principais para a
crescente pesquisa com lipases: o primeiro esta relacionado a sua funcdo catalitica
e propriedade de ativagdo na presenca de substratos insollveis em agua e
emulsionados, isto é, na presenca de uma interface lipideo/agua. Essa capacidade
¢ pelas caracteristicas estruturais Gnicas das lipases, que sdo ativadas na presenca
de ésteres emulsionados.

Asegundarazdo esta ligada asuarelevancia médica, especialmente emrelacdo
a arterosclerose e a hiperlipidemia, uma vez que, alguns produtos da lipdlise, tais
como acidos graxos livres e diacilglicerois tém papéis cruciais na regulacdo e no
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metabolismo celular, principalmente como mediadores na ativacdo e transducdo
de sinal celular.

Por fim, a terceira razao foi a descoberta de que as lipases ndo atuam
somente na hidrdlise, mas em diversas reagSes com alta especificidade,
estabilidade e condic¢des reacionais brandas, incluindo as reacdes de esterificacao,
transesterificacdo, lactonizacdo, acilacdo regiosseletiva e amindlise, em presenca
de pouca quantidade de agua, a fim de deslocar o equilibrio termodindmico no
sentido da sintese. Dessa forma, sua especificidade e regiosseletividade permitem
catalisar reagcdes com custos reduzidos sobem condi¢des de pressdo e temperaturas
moderadas e maior rendimento.

As lipases sdo enzimas extremamente versateis com amplo espectro
de aplicacdo na industria. Os principais géneros bacterianos produtores s&o
Pseudomonase Staphylococcus,sendootltimondoindicadoparaousoemalimentos,
pela possivel producdo de toxinas (KOBLITZ, 2010). Quanto aos fungos capazes
de sintetizar lipases, esses sdo encontrados em varios habitats, incluindo solos
contaminados com residuos de 6leos vegetais, subproduto de laticinios, sementes
e comida deteriorada. Destacam-se como importantes produtores de lipases. A
Candida rugosa conhecida pelo seu diversificado potencial biotecnoldgico, Mucor
sp e Rhizopus homothallicus que sintetizam lipases extracelulares termoestaveis
(GURUNG et al., 2013).

As lipases sdo aplicadas nas indUstrias téxteis, de detergente, comida, diagnose,
na medicina, em cosméticos, em biossensores e em processos de biodegradacdo. As
esterases vém sendo utilizadas na conversdo biocatalitica de moléculas, tais como,
polimeros de estirenos, alquilbenzenos, derivados de acido vanilico, catecol e vanilina
que é utilizada na inddGstria farmacéutica e cosmética, e na industria de papel e
celulose no processo de deslignificacdo, reduzindo a quantidade de produtos quimicos
necessarios a fabricacdo de papel.

8.2.6 Pectinase

Pectinases formam um grupo de enzimas que degradam substancias pécticas,
hidrolisando ligagGes glicosidicas ao longo da cadeia carbdnica. Possuem também
propriedades despolimerizantes ou desesterificantes.

Com base nas modificages da cadeia principal, as substancias pécticas podem
ser classificadas como protopectina (substancias pécticas insollveis em agua que
originam substancias pécticas soluveis); acido péctico (acidos poligalacturénicos);
acido pectinico (apresenta propriedade de formar gel na presenca de acglcares);
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e pectina (nome genérico de misturas pécticas) (PASHA; ANARADHA; SUBBARAO,
2013).

Existem trés tipos principais de pectinases: a pectina esterase (desesterificante ou
desmetoxilante) responsavel pela remocdo de grupos metil éster da pectina, liberando
metanol e H*, convertendo pectina em pectato; despolimerizantes que incluem
hidrolases e liases que catalisam a clivagem das ligacGes glicosidicas de substancias
pécticas; e as protopectinases que solubilizam protopectina formando pectina solavel
altamente polimerizada.

As substancias pécticas compdem a lamela média e a parede celular dos vegetais
por meio de interligacSes com polissacarideos estruturais, entre eles a celulose e a
hemicelulose, exercendo funcdo adesiva, além de serem responsaveis pelas diferentes
texturas das frutas e vegetais no decorrer do seu crescimento, amadurecimento e
armazenamento. A pectina também ¢é descrita como fator importante na interacdo
patégeno-planta.

As pectinases foram as primeiras enzimas utilizadas em escala comercial,
ainda na década de 1930, na producdo de sucos de frutas pela agricultura familiar.
Entre suas aplica¢des industriais pode-se destacar o melhoramento do rendimento
de sucos, lavagem de algoddo, desmucilagem de planta, tratamento de aguas
residuais, extracdo de 6leo vegetal utilizados em diversas industrias como de polpa,
téxtil e de alimentos.

Grande variedade de micro-organismos é capaz de produzir enzimas
pectinoliticas, incluindo bactérias, fungos filamentosos, leveduras, protozoarios,
insetos e nematoides. Contudo, devido a facil producdo e a diversidade de
pectinases, os fungos filamentosos sao os mais empregados para a producdo em
escala industrial dessas enzimas. Além disso, o pH ideal das pectinases secretadas
por fungos aproxima-se do valor de pH de muitos sucos de frutas, na faixa de 3,0
a 5,5. Os fungos filamentosos sdo as principais fontes dessas enzimas, na maioria
dos casos, o fungo A. niger é utilizado para a produgdo industrial (SANTI; BERGER;
SILVA, 2014).

Quase todas as enzimas pectinoliticas utilizados para aplica¢bes industriais sdo
produzidas pelos fungos, tais como Aspergillus sp., Aspergillus japonicus, Rhizopus
stolonifer, Alternaria mali, Fusarium oxysporum, Neurospora crassa, Penicillium italicum
ACIM F-152, dentre outros. Algumas espécies de bactérias também produzem essas
enzimas, como Agrobacterium, Bacteroides thetaiotamicron, Ralstonia solanacearum e
Bacillus sp.

184



VIIl PROSPECGCAO BIOTECNOLOGICA PARA A PRODUGCAO DE ENZIMAS MICROBIANAS

8.2.7 Quitinases

Quitinases sdo enzimas encontradas em quase todas as formas de vida, incluindo
bactérias, fungos, plantas, insetos, mamiferos e virus. O substrato da enzima é
principalmente quitina, um biopolimero complexo resistente a degradagdo. A hidrdlise
de quitina por enzimas quitinoliticas leva a produ¢do de monémeros amplamente
empregados na industria.

A quitina é um polimero constituido de unidade de N-acetil-glicosamina,
ligadas entre si por ligagOes glicosidicas (-1,4. A quitina é, depois da celulose, o
polimero mais abundante no planeta. Ela é o constituinte principal do exoesqueleto
de crustaceos e insetos e estd presente na parede celular de fungos e bactérias
(KOBLITZ, 2010).

Na natureza, as quitinases bacterianas desempenham func¢des relacionadas
com o parasitismo ou a nutri¢do do organismo, enquanto em fungos, protozoarios e
invertebrados, elas também estdo envolvidas na morfogénese e em baculovirus na
patogénese. Nos vegetais e vertebrados, a atividade quitinolitica esta relacionada
com os mecanismos de defesa contra patégenos (ISLAM; DATTA, 2015).

Em virtude da sua insolubilidade, tamanho, complexidade molecular e
composicdo heterogénea, a quitina ndo é degradada no interior da célula, contudo os
micro-organismos secretam enzimas com especificidades diferentes para transformar
ou hidrolisar quitina. Os micro-organismos produzem quitinases em quantidades mais
elevadas do que animais e plantas, em geral como enzimas extracelulares induziveis
que podem ser de dois tipos: endo e exoquitinases.

As quitinases microbianas sao produzidas constitutivamente durante o
crescimento dos micro-organismos, sendo detectadas em niveis baixos. O acréscimo
de quitina ao meio de cultura induz a producdo de quitinases. Além de quitina,
varias fontes de carbono podem atuar como indutores, dependendo de quem s&o os
produtores de quitinases, sao eles: glucosamina, N-acetil-glucosamina, quitobiose,
quitooligossacarideos. Por exemplo, em Serratia marcescens, a producdo de quitinase
é induzida por quitina e reprimida por glicose. Em fungos, a producdo de quitinase
segue um padrdo semelhante ao das bactérias, em Beauveria brassiana, Trichoderma
harzianum, Aspergillus fumigatus, Lecanicillium lecanii, Metharhizium anisopliae e
Fusarium (ISLAM; DATTA, 2015).

Uma das principais aplicacoes das quitinases refere-se ao seu uso para o
biocontrole de patdgenos de plantas, e para o desenvolvimento de plantas transgénicas.
Quitinases também podem ser empregadas na area da saide humana, tal como fazer
preparacOes oftalmicas e microbicidas.
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Na Figura 3 pode- observam-se as vias de degradacao pelas enzimas: amilase,
celulase, xilanase e quitinase.
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Figura 3 - Estruturas dos polissacarideos e suas vias de degradaco.
Fonte: Hirose, Sunakuza e Omura (2010) e Held (2012).

8.3 Prospeccao biotecnoldgica microbiana para a produgao

enzimatica

A avaliagdo da atividade enzimatica de micro-organismos endofiticos para a
producdo de diferentes enzimas pode ser realizada por meio do ensaio de cup plate.

No estudo com bactérias (Figura 4), as linhagens a serem testadas devem ser
crescidas em tubos contendo meio TSB (caldo triptona de soja) a 28°C durante 48h.
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Apds este periodo, as solucdes de bactérias precisam ser ajustadas em solucgdo
salina 1% para atingir uma concentrac¢do de 1,510 UFC.mL™* (escala de McFarland
0,5). Em seguida, uma aliquota dessas solucGes sdo aplicadas, em quatro pontos
equidistantes de 6 mm de didmetro, perfurados na superficie de meios de cultura
sélidos especifico para producdo de cada enzima nas placas de Petri. Para a
produc¢do enzimatica, utilizam-se as respectivas fontes de carbono: amilase (extrato
de levedura e amido soluvel), celulase (extrato de levedura e carboximetilcelulose),
pectinase (extrato de levedura e pectina, pH 8,0), xilanase (extrato de levedura e
xilano), lipase/esterase (peptona; NaCl; CaCl2.H20 e agar; pH 7,4, acrescido de
Tween 20 para lipase e Tween 80 para esterase), e protease (triptona; extrato de
levedura; glicose; NaCl; agar; pH 7,0 e leite desnatado) (ARAUJO et al., 2010). O
periodo de incubacdo para a deteccdo da atividade enzimatica pode variar de 24 a
168 h a 28°C.

No caso da avaliagdo da producdo enzimatica por fungos, esses devem
ser previamente cultivados em meio BDA (Batata Dextrose Agar) por sete dias.
Posteriormente, trés discos de micélio sdo cultivados em meio liquido (solugdo
de Manachini), adicionado de substrato indutor e pH ajustado para cada enzima:
amilase (amido de milho, pH 6,0); celulase (carboximetilcelulose, pH 5,0); pectinase
(pectina citrica, pH 2,5); protease (gelatina, pH 6,9). A incubagdo deve ser realizada
a 28°C durante 96 ou 120 h. Apds esse periodo as amostras sdo filtradas com gaze
desinfectada, paraaseparacdodamassamicelial. Aliquotasdofiltrado sdo aplicados
em pontos perfurados na superficie de meios de cultura sélidos (conforme descrito
acima) adequados para a detec¢do de cada enzima em placa de Petri. Para amilase
utiliza-se dgar-amido (agar, amido, tampdo citrato-fosfato 0,1 M, pH 5,0); celulase,
agar-CMC (agar, carboximetilcelulose, tampdo acetato de Na, pH 5,0); pectinase,
égar-pectina (égar, pectina, tampao acetato de Na, pH 5,0); protease, égar—gelatina-
leite (4gar, solucdo de gelatina, solucdo de leite desnatado, tampao citrato fosfato,
pH 5,0). A detec¢do da atividade enzimatica deve ocorrer apds incubacgdo por 24h
a 28°C.

A visualizacdo das atividades enzimaticas é realizada utilizando reveladores
especificos para cada meio: celulase (vermelho congo); amilase (tintura de iodo);
pectina (HCL 5N); e protease (acido acético 5%). Para os demais, a utilizacdo de
reveladores ndo é necessaria, pois a produgdo enzimatica é caraterizada pela formacao
de halo de degradagao (OLIVEIRA et al., 2006) (Figura 4).

Como controles positivos para o ensaio de cup plate sdao comumente utilizadas
as seguintes enzimas comerciais: protease - Aspergillus oryzae, a-amilase - porcina
pancredtica e pectinase - Aspergillus niger.
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8.4 Perspectivas futuras

8.4.1 Aplicacdo da engenharia genética na otimizacdo da producao
enzimatica

Diferentes sistemas de enzimas, secretadas por fungos, podem ser otimizados
por engenharia de proteinas, suplementagdo de componentes enzimaticos exdgenos
ou mesmo por engenharia genética, com a construcdo de vetores de expressdo mais
eficientes.

Isolados de bactérias
crescidos em TSB por
48hrs — 28°C. )

Ehicdo em solucio Aliquotas da solugio
salina_ transferidas para cada
ponto na placa.

Celulase (vermelho congo) Amilase (tintura de iodo)} Lipase (sem revelador) Pectina (HCL 5N)

Microbacterium testaceum Bacillus sp. Acinetobacter jolmsonii Bacillus thurigiensis

Figura 4 - Esquema da prospeccdo de isolados bacterianos produtores de enzimas de interesse
industrial.

Fonte: Os autores.

Hu et al. (2015) desenvolveram um sistema de producdo e avaliacdo de proteina
no fungo Penicillium oxalicum, produtor de celulase. Primeiro, pela dele¢do do principal
gene da amilase, amy15A, uma linhagem que produz poucas proteinas extracelulares
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foi construida (linhagem A15A). Entdo, trés enzimas lignoceluloliticas (BGL4, Xyn10B e
Cel12A), com niveis originalmente baixos de expressdo, foram expressas com sucesso
com o uso de promotores constitutivos na linhagem A15A. A superexpressao de BGL4
e Cell12A resultou no aumento de especificidade na atividade em papel de filtro (FPA),
enquanto a superexpressao de Xyn1l0B ampliou o FPA volumetricamente, mas ndo
quanto a especificidade de FPA.

Bischoff et al. (2015) isolaram trés genes codificadores de cutinases (ACUTL,
ACUT2 e ACUT3) do DNA genomico de Arxula adeninivorans LS3. Os trés genes foram
superexpressados em A. adeninivorans usando um promotor constitutivo forte (TEF1).
Todas as trés enzimas recombinantes de A. adeninivorans (Acutl-6hp, Acut2-6hp e
Acut3-6hp) foram ativas em pH 4,5 a 6,5 e entre 20 a 30°C. Elas mostraram instabilidade
em condicdes étimas de reacdo, mas puderam ser estabilizadas usando solventes
organicos, como o polietileno glicol 200 (PEG 200), isopropanol, etanol ou acetona. O
PEG 200 (50% v/v) foi o melhor agente estabilizador para todas as cutinases e a acetona
aumentou a meia vida e a atividade das enzimas (até 300% para a Acut3-6hp).

8.4.2 Aproveitamento de residuos agropecuarios na producio de enzimas

Considerando a aplicagdo biotecnolégica ambiental, com a minimizacdo dos
impactos ambientais advindos da producdo de residuos, outra perspectiva corresponde
ao aproveitamento de residuos agricolas como substratos para a sele¢do, isolamento e
producdo de enzimas fingicas.

Liaoetal. (2012) determinaram a producao de diferentes isoformas de xilanase por
Penicillium oxalicum GZ-2 inoculado em diferentes residuos agricolas: palha de trigo,
palha de arroz, palha de milho e farelo de trigo. Os zimogramas produzidos pela analise
das enzimas brutas indicaram que a palha de trigo foi o melhor indutor, resultando
nas maiores atividades de xilanase (115,2 U/mL) e B-xilosidase (89 um/mL) durante
a fermentac¢do submersa. Zhang e Sang (2015) otimizaram a producao e extracao de
xilanase e B-mananase a partir de P. chrysogenum QML-2 e sua aplicacdo primaria na
cacarificacao do sabugo de milho. Com a utilizacao de mistura de palha de milho e
farelo de trigo em p6 como substratos e agua duplamente destilada como solvente
para extracdo enzimatica obtiveram o maximo de atividade para a xilanase (19613, 25
U/g) e para a B-mananase (8479,82 U/g). Concomitantemente, também foram obtidas
atividades de celulases, incluindo atividade de endoglucanase (195,13U/g), atividade
em papel de filtro (41,87 U/g) e atividade de B-glucosidase (132,63 U/g).

Housseiny (2014) empregou dois substratos diferentes, girassol (Helianthus annuus
L.) e raizes de tubérculos e alface (Lactuca sativa). Usando uma mistura de ambos os
residuos, obteve-se maior produc¢do de endoinulinase (enzima que possui atividade
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similar a a-amilase, na producao de frutose e que tem a capacidade de produzir frutose
a partir da inulina presente nas raizes e tubérculos). Dez espécies fungicas cultivadas
nesses substratos, como fontes de carbono de baixo custo, foram rastreados para a
melhor producdo de atividades de endoinulinase. Destes, Aspergillus niger AUMC 9375
foi o mais produtivo, quando crescido em uma mistura usando proporgao 6: 1 w / w
de girassol: alface, produzindo os mais altos niveis de inulinase a 50% de humidade,
30°C, pH 5,0, com sete dias de incubacdo, e com extrato de levedura como a melhor
fonte de nitrogénio. Assim, a mistura de tubérculos de girassol e raizes de alface possui
potencial para como um substrato eficaz e econdmico para a producdo de inulinase, a
ser aplicada nainddstria de alimentos (produgdo em larga escala de xaropes de frutose
de elevada pureza).

De acordo com Bose et al. (2014), residuos de penas, um subproduto do
processamento de aves, contém grande quantidade de queratina, dificil de
degradar, que representa grande ameaga para o ambiente e a humanidade. Assim, o
desenvolvimento de uma abordagem biotecnoldgica para o uso desse residuo como
substrato para a producdo de enzimas, com a sua subsequente conversao em adubo
nitrogenoso foi o principal objetivo do trabalho desses pesquisadores. Treze bactérias
proteoliticas foram isoladas do solo usado para despejo de penas, entre as quais
o Bacillus amyloliquefaciens 6B (JQ904625) apresentou a capacidade de degradar
completamente as penas nativas no mais curto periodo de tempo (24 h) e, portanto
selecionados para posterior investigacdo. Mediante a otimizagdo dos parametros do
processo, o maximo de rendimento da enzima (610,13 U / mL) foi obtida depois de 12
h de fermentacdo a 37°C usando um meio contendo 0,5% (w / v) de farinha de penas e
0,5% (w /v) de xilose a pH 8,0. A protease queratinolitica 6B apresentou atividade 6tima
em 50°C e pH 8,0. A enzima exibiu significativa estabilidade na presenca de solventes,
surfactantes e agentes de branqueamento-oxidante, sugerindo seu uso potencial nas
inddstrias.

8.5 Conclusoes

Neste capitulo foi apresentado o potencial biotecnoldgico dos micro-organismos
endofiticos como produtores de enzimas de interesse industrial, como as proteases,
celulases, xilanases, amilases, lipases, esterases, pectinases e quitinases, com
aplicacdo nas industrias téxtil, de alimentos, farmacéutica, entre outras. Considerada
a biodiversidade brasileira, os enddfitos sdo fontes extremamente promissoras para
novas e mais eficientes enzimas microbianas.
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CAPITULO 1IX

Processos de biorremediacao para
tratamento de agua e efluentes

Rosangela Bergamasco, Méarcia Regina Fagundes-Klen, Leticia Nishi

9.1 Introducao

A agua para consumo humano pode se apresentar contaminada por ampla gama
de poluentes de origem antrdpica ou natural. Produtos farmacéuticos e de higiene
pessoal, horménios, derivados do colesterol e alguns sub-produtos industriais tém sido
considerados contaminantes emergentes. Em aguas naturais, estes contaminantes
surgem, principalmente, a partir do descarte de efluentes industriais e/ou domésticos
e, mesmo em concentragdes baixas (ng L* a pg L), podem provocar efeitos nocivos em
organismos vivos. Pouquissimos estudos tém abordado a ocorréncia de contaminantes
emergentes em aguas brasileiras. Além desses, outros contaminantes presentes nas
aguas sdo metais, derivados do petrdleo, micro-organismos patogénicos entre outros.
Esses poluentes, se presentes em altas concentracGes na agua, podem causar efeitos
nocivos a saude dos consumidores. Esses contaminantes, além de persistentes
no ambiente, ndo sdao removidos de forma eficiente pelo processo de tratamento
convencional utilizado nas esta¢des de tratamento de agua (ETA’s). Uma tecnologia que
vem se destacando com resultados promissores para remogao desses contaminantes
da agua e efluentes é a biorremediacao.

A biorremediacdo da agua é uma tecnologia emergente no campo da ciéncia
e engenharia ambientais. E uma técnica que utiliza organismos vivos visando a
mineralizacdo dos poluentes, o que resulta na remoc¢do ou atenuacdo do composto do
poluente para um produto menos prejudicial na area contaminada (DELLAGNEZZE et
al., 2014). A biorremediacdo pode ser realizada pelo uso de organismos como bactérias
(ALl; HAMEED; AHMED, 2009; VALLI NACHIYAR et al., 2014), fungos (ANASTASI et al.,
2012; MISHRA; MALIK, 2014) ou mesmo plantas (LIM; CHU; PHANG, 2010; YU et al.,
2014; OJOAWO; UDAYAKUMAR; NAIK, 2015); para auxiliar na degradacgdo e remogao de
substancias nocivas de areas contaminadas. As pesquisas e publicacdes de processos de
biorremedia¢do tém aumentado nos Gltimos anos, e tém se mostrado uma importante
area de pesquisa, devido suas caracteristicas como baixo consumo de energia, alta
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eficiéncia e seguranca ambiental. Ao mesmo tempo, é uma area desafiadora que exige
comprometimento dos pesquisadores.

Uma caracteristica importante de biorremediacdo é que ele é realizado em
ambientes abertos, ndo estéreis compreendendo de uma variedade de micro-
organismos (HUANG; ZHANG; ZHU, 2013). Deste grupo diversificado de micro-
organismos , o papel central para a degradacdo de contaminantes estd sendo
realizada por bactérias (HUANG; ZHANG; ZHU, 2013). Um sistema de tratamento
bioldgico compreendendo estes micro-organismos tem varias aplicacdes, tais como
a reabilitacdo de locais contaminados, por exemplo, dgua, solos, lamas e fluxos de
residuos (BOOPATHY, 2000; WU et al., 2012). Uma das dificuldades de desenvolvimento
de estratégias de biorremediacdo reside na obtencdo de resultados em campo que sdo
tdo bons como aqueles em laboratdrio (FRUTOS et al., 2012).

Boopathy (2000) categorizou os métodos de biorremediagdo em ‘ex situ’ e ‘in situ’,
em sua pesquisa se refere principalmente aos métodos ‘in situ’ como, por exemplo,
compostagem, biorreatores, biofiltros, bioaumento, bioestimulacao.

Os principais campos de atuac¢do da biorremediac¢do incluem: (a) biorremediacdo
de solo e agua poluidos; (b) biorremediacdo utilizando biossensores; c) estudo dos
mecanismos moleculares pelos quais estas substdncias nocivas interagem com a
maquinaria celular; e (d) o estabelecimento de correlages epidemioldgicas entre a
exposicado e doencas (MITA et al., 2010).

No presente capitulo, sera abordada a situacdo de contaminantes presentes
na agua e efluentes que podem afetar a saide humana, bem como técnicas de
biorremediacdo de agua e efluentes, utilizando organismos, como plantas, algas,
bactérias entre outros processos de biorremediagdo.

9.2 Agua e Efluentes

E de fundamentalimportanciaa compreensio do papel da 4gua na satide humana
e 0s possiveis impactos adversos dos efluentes na qualidade da mesma. Assim, deve-se
analisar cada um desses itens em separado.

9.2.1Agua

Adgua possui papel fundamental no meio ambiente e na vida humana. AlteragGes
naquantidade, distribuicdo e qualidade dos recursos hidricos ameagam a sobrevivéncia
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humana e das demais espécies do planeta, estando o desenvolvimento econémico e
social dos paises fundamentados na disponibilidade de dgua de boa qualidade e na
capacidade de sua conservacao e protecdo (BRASIL, 2006a).

A salde humana estd vinculada a um suprimento de agua potavel segura,
adequada, acessivel e confidvel. Entretanto, sabe-se que boa parte da agua doce
disponivel no planeta encontra-se em algum estagio de contaminacgdo. A agua potavel
¢ limpa e transparente e ndo contém micro-organismos e substancias que possam
transmitir ou causar doencas aos seres humanos. Em outras palavras, a dgua potavel é
aquela que pode ser consumida sem risco a salide e sem causar rejeicdo ao consumo
(BRASIL, 2006b).

A natureza e a composicdo do solo, através do qual a dgua escoa, determinam as
impurezas que ela apresenta, fato agravado pelo aumento da densidade demogréfica
e intensificacdo das atividades econémicas na industria e agricultura, da ma utilizacdo
dos recursos naturais pelo homem e pela polui¢ao fazendo com que nao se considere
100% segura nenhuma fonte de agua superficial, devido ao arraste de substancias
quimicas e micro-organismos contidos nesse solo (BRASIL, 2006a).

Ao longo do tempo, com o aumento da populagao mundial, o fornecimento de
agua limpa e segura e a manutencdo de sistemas de saneamento se tornaram mais
complexos. O deslocamento da populacdo de areas rurais para as areas urbanas
pressionou a estrutura das cidades, gerando problemas como moradia inadequada,
grande densidade demografica, deficiéncias nos servicos de tratamento de agua,
coleta e tratamento de esgoto. Um sistema de saneamento basico pode reduzir em 20%
a 80% a incidéncia de doencas infecciosas, inibindo a sua geracdo e interrompendo a
sua transmissao (SELBORNE, 2001).

O conceito de qualidade da agua relaciona-se a seu uso e caracteristicas por
ela apresentada, e pode ser determinada pelas substancias presentes. A cada uso
corresponde uma qualidade e quantidade, necessaria e suficiente. Seu padrdo de
potabilidade é composto por um conjunto de pardmetros que lhe confere qualidade
prépria para o consumo humano (BRASIL, 2006b).

No Brasil, a atual legislagdo que se encontra em vigor é a portaria n® 2.914 de
12 de dezembro de 2011, homologada pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2012). Esta
disp0e sobre os procedimentos de controle e de vigildncia da qualidade da agua para
consumo humano e seu padrdo de potabilidade. A 4gua para consumo humano deve
atender aos parametros microbioldgicos, fisicos, quimicos e radioativos estabelecidos
pela portaria 2914/2011 (BRASIL, 2011a).

Globalmente, cerca de 783 milhGes de pessoas ndo tém acesso a agua potavel
e, mais de 2 bilhGes ndo tém saneamento basico (WHO, 2012). Ha aproximadamente,
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2 milhdes de casos relacionados as doencas diarreicas no mundo todo a cada ano,
tornando-se uma das principais causas de mortes evitaveis em todo o mundo e a
segunda principal causa, é a mortalidade e morbidade em criancas com idade inferior a
cinco anos (LIU et al., 2012). Uma das principais causas de mais de 2 milhGes de mortes/
ano por doencas diarreicas é o consumo de agua contaminada (WHO, 2012).

Atualmente, aproximadamente um terco de todos os compostos quimicos
produzidos tem como destino final (ndo intencional) o meio ambiente, incluindo a agua.
Cerca de 800 compostos quimicos, incluindo mais de 600 compostos orgdnicos, muitos
dos quais biologicamente ativos, tém sido detectados em amostras de agua. Destes,
mais de 100 agentes quimicos sdo considerados mundialmente como prioritarios para
efeito de controle ambiental. Muitos desses compostos ainda ndo sao conhecidos
os seus efeitos em longo prazo sobre o meu ambiente e na saide humana (RIBEIRO;
VIEIRA, 2010).

Assim, € indispensavel o tratamento de dgua destinada ao consumo humano
(DI BERNARDO; DANTAS, 2005). Para isso, € necessario que a agua atenda aos padrdes
de potabilidade, que se estabelecem os valores maximos tolerados nas aguas de
abastecimento para diversos compostos quimicos que é preconizado pela portaria n°.
2914 do Ministério da Saude.

9.2.2 Efluentes

Os efluentes provenientes de atividades industriais ou de origem doméstica sdo
uma das principais fontes poluidoras do meio ambiente, se ndo forem tratadas de
forma adequada antes de serem reintroduzidos no ambiente. Assim, precisam passar
por processos de tratamento para fins de reuso ou para reintrodu¢do mais segura no
meio ambiente. Devido a ampla gama de atividades industriais, os efluentes podem
apresentar as mais variadas caracteristicas, assim é necessario que passem por uma
série de analises que indicara a melhor forma de tratamento para cada efluente gerado,
de acordo com sua composicdo, carga poluidora e contaminantes que podem estar
presentes.

As legislaces que estabelecem as condi¢des para o langamento de efluentes ficam
a critério do Conselho Nacional do Meio Ambiente (Conama), por meio das resolucdes
357 (BRASIL, 2005), que foram alteradas e complementadas pelas resolucdes 410
(BRASIL, 2009) e 430 (BRASIL, 2011b).

De acordo com a resolucdo 430 (BRASIL, 2011b), efluente é o termo usado para
caracterizar os despejos liquidos provenientes de diversas atividades ou processos.
O tratamento de efluentes pode ser realizado por processos fisicos, quimicos e/ou
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biolégicos (SPERLING, 1996). Os processos fisicos removem os sélidos em suspensdo
sedimentaveis e flutuantes por meio de separacdes fisicas, tais como gradeamento,
peneiramento, caixas separadoras de 6leos e gorduras, sedimentacdo e flotagdo;
também removem a matéria organica e inorganica em suspensao coloidal e reduzem
ou eliminam a presenca de micro-organismos por meio de processos de filtracao em
areia ou em membranas (microfiltragdo e ultrafiltragdo). Os processos fisicos também
sao utilizados com a finalidade de desinfecgdo, tais como a radiacdo ultravioleta.

Os processos quimicos utilizam produtos quimicos em seu processo, tais como os
agentes de coagulacao, a flocula¢do, a neutralizacdo de pH, a oxidacao, a reducdo e a
desinfec¢cao em diferentes etapas dos sistemas de tratamento. Conseguem remover os
poluentes por meio de rea¢bes quimicas, além de condicionar a mistura de efluentes
que sera tratada nos processos subsequentes. Alguns exemplos de processos quimicos
sdo a eletrocoagulacdo, a cloracdo para desinfeccdo, ozonizacdo, troca idnica, entre
outros (SPERLING, 1996).

O tratamento bioldgico de esgotos e efluentes industriais tem o objetivo de
remover a matéria orgdnica dissolvida e em suspensdo ao transforma-la em sélidos
sedimentaveis (flocos bioldgicos) e gases. Basicamente, o tratamento bioldgico reproduz
os fenémenos que ocorrem na natureza, mas em menor tempo. O tratamento bioldgico
pode ser realizado por processos aerdbios (lodo ativado) ou anaerébios (SPERLING,
1996). Os micro-organismos que participam na formacao dos flocos no processo de
lodos ativados sdo as bactérias, os fungos, os protozoarios e os micrometazoarios.

9.2.3 Contaminacdo de agua e efluentes

A contaminagdo da agua superficial, dgua subterranea, agua de consumo humano
€ um tema preocupante em todo o mundo. A deterioracdo da qualidade da dgua e a
necessidade de processos de tratamento mais avangados é tema de ampla discussao.

Os efluentes industriais e domésticos contaminados, langados de forma
inadequada nos corpos hidricos, sdo uma das principais fontes poluidores de rios
e mares. O despejo de contaminantes em rios e mares constitui graves acidentes
ambientais, de repercussao mundial, como, por exemplo, o ocorrido em 1989, o
derramamento de 41 milhGes de litros de petréleo na costa do Alasca, que afeta a vida
animal local até hoje. E mais recentemente o tsunami que atingiu Fukushima, no Japao,
que danificou reatores de uma usina nuclear do local, o que causou a contaminacéo da
agua por substancias radioativas.

Existe, atualmente, grande variedade de substancias poluidoras em agua e
efluentes, entre elas podemos citar substancias radioativas, micro-organismos
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patogénicos, metais pesados, pesticidas, derivados de petrdleo, substancias
desreguladoras enddcrinas (farmacos). A maior parte delas pode causar danos a satde
humana, e uma das principais vias de contato com essas substancias é por meio do
consumo de dgua contaminada. A dgua que apresenta algum desses contaminantes em
concentragdes acima das permitidas pela legislacdo torna-se impropria para consumo
humano. E efluentes que contenham uma alta de carga de substancias poluidoras ndo
pode ser langada no ambiente.

Determinadas substancias poluidoras sdo denominadas compostos organicos
recalcitrantes ou persistentes, pois sdo compostos de dificil degradagdo, hidrofébicos e
bioacumulativos, podendo ser transportados por longas distancias no meio ambiente
(ALl et al., 2014) como, por exemplo, metais pesados, fairmacos e pesticidas.

Contaminantes quimicos preocupantes e que vém sendo detectados em
aguas superficiais e subterrdneas e em efluentes industriais sdo os pesticidas.
Existem varias evidéncias que apontam relacdo entre exposicdo a pesticidas, e
elevada taxa de doengas crénicas como, por exemplo, cancer, diabetes, desordens
neurodegenerativas, como Parkinson, Alzheimer e esclerose amiotréfica lateral;
além de desordens genéticas e reprodutivas (MOSTAFALOU;ABDOLLAHI, 2013;
TABREZ et al., 2014).

Apresenca de metais pesados na dgua, como o chumbo, cddmio, mercurio, zinco e
outros é preocupante, pois esses apresentam caracteristicas cumulativas e persistentes
em organismos vivos. Estes metais podem causar doengas cardiovasculares, cancer,
perturbagGes psicoldgicas, disturbio de aprendizagem em criangas entre outros
(TABREZ et al., 2014). A presenca de concentra¢des de metais acima do normal em
aguas subterréneas é influenciada por indUstrias e, principalmente, pela disposi¢do
inadequada dos residuos urbanos em aterros e lixdes (lampadas, pilhas, baterias e
eletronicos).

Outros contaminantes de agua subterrdnea sdo os hidrocarbonetos benzeno,
tolueno, etilbenzeno e os trés xilenos orto, meta e para, denominados compostos BTEX,
sdo os constituintes da gasolina, estes sdo indicativos de vazamentos em tanques
de combustiveis, descaso por oficinas mecanicas e lavajatos com gerenciamentos
inadequados de seus efluentes. Hidrocarbonetos possuem maior solubilidade em agua
e, portanto, estes contaminantes sdo considerados substancias perigosas por serem
depressantes do sistema nervoso central e por causarem leucemia em exposicoes
cronicas (FARHADIAN et al., 2008).

A seguir sera comentado o uso da biorremediacdo para tratamento de agua e
efluentes contaminados por contaminantes persistentes, metais pesados, pesticidas
e farmacos.

200



IX PROCESSOS DE BIORREMEDIAGAO PARA TRATAMENTO DE AGUA E EFLUENTES

9.3 Uso da biorremedia¢ido em de agua e efluentes contaminados
por metais pesados

Aliberacao de metais pesados no ambiente por atividades industriais e artesanais
€ uma das principais causas de poluicdo e desestabilizacdo do ecossistema. Para uma
solucdo sustentavel para este problema, ha a necessidade de substituir as formas
convencionais por novas abordagens que requeiram recursos bioldgicos, que sdo
atoxicos.

Varios trabalhos tém sido realizados com o uso de plantas ou micro-
organismos para a absorcao de metais pesados a partir de solu¢des (GROUDEVA;
GROUDEV; DOYCHEVA, 2001; ALVARADO et al., 2008; FOSSO-KANKEU; MULABA-
BAFUBIANDI, 2014). A absorcdo do metal pelas plantas e micro-organismos ocorre
por meio de varios mecanismos. A compreensio desses mecanismos é fundamental
para a melhoria dos processos de biorremediacdo (FOSSO-KANKEU; MULABA-
BAFUBIANDI, 2014).

Embora o mecanismo de biossor¢ao de metais por plantas e micro-organismos
ndo sejam totalmente idénticos, ambos estdo relacionados com a presenca de
metaloproteinas que desempenham um papel importante na captacdo de metais por
estes biossorventes. Os micro-organismos e as plantas tém o potencial para adsor¢ao
de metais, acumulac&o ou resisténcia que dependem da sintese de proteinas de ligacdo
a metais, tais como metalotioneinas ou fitoquelatinas (FOSSO-KANKEU; MULABA-
BAFUBIANDI, 2014).

Proteinas que ligam proteinas ou metaloproteinas sdo um grande grupo de
proteinas que desempenham um papelimportante em muitos aspectos da vida de uma
célula e geralmente contribuem para a regulacdo dos metais dentro da célula por meio
do transporte de importacdo e/ou exporta¢do, bem como o armazenamento desses
fons metalicos (MA; JACOBSEN; GIEDROC, 2009).

Em micro-organismos e plantas, proteinas de ligacdo de metal se encontram na
parte de fora da membrana, interagindo com ions metalicos externos assegurando
0 seu transporte para o citossol (interior da célula), onde proteinas especializadas
quelantes de metais transferem o metal para o receptor proteico apropriado. A
ligacdo do metal nas proteinas ocorre em sitios especificos e foi relatado que metais
pesados se ligam preferencialmente em proteinas ricas em Asp e Glu, enquanto os
metais leves tendem a ligar-se a proteinas ricas em Cys e His (YAMASHITA et al.,
1990).

Embora naturalmente abundante em algumas proteinas, estes locais de ligacdo
especificos também foram projetadas em outras proteinas. Alguns pesquisadores
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tém desenvolvido metaloproteinas heterélogas com uma afinidade mais elevada,
maior capacidade de ligagdo e / ou especificidade e seletividade a metais, que foram
expressos em bactérias e plantas para melhorar a sua capacidade para adsorver metais
(FOSSO-KANKEU; MULABA-BAFUBIANDI, 2014).

Adsorventes microbianos potentes utilizados para a absor¢do de metais de
solugdes incluem fungos, leveduras, microalgas, bactérias tanto Gram-positivos
gquanto negativos. As capacidades de adsor¢do foram descritas para os seus mais
elevados indices de taxa superficie-volume e um contetdo elevado de potenciais
sitios de adsorcdo tais como &cidos teicoico na sua parede celular. O Bacillus
e Pseudomonas sdo as bactérias frequentemente utilizadas e demonstraram
elevadas capacidades de adsor¢do de metais, tais como niquel, cobre, chumbo,
zinco, mercurio, entre outros (LEE; TEBO, 1994; CHANDRA SEKHAR et al., 2004;
OZTURK, 2007; HARMS, SCHLOSSER; WICK, 2011; OVES; KHAN; ZAIDI, 2013; WANG
et al., 2014).

As paredes celulares dos fungos sdo ricas em polissacaridos e glicoproteinas,
contendo varios grupos de ligacdo de metais, tais como amina, imidazol, fosfato,
sulfato, sulfidrilo e hidroxila. Varias espécies fingicas tém sido utilizadas para processos
de biossorcao de metal, tendo como biossorventes (YAN; VIRARAGHAVAN, 2003; CHENG
etal., 2015).

A levedura mais importante como biossorvente é o Saccharomyces
cerevisiae (Figura 1), que é de facil crescimento, usando técnicas de fermentacado
simplificadas e de baixo custo. Ele também pode ser obtido na forma de
subprodutos das industrias alimentares e de bebidas. S. cerevisiae tem sido
extensivamente estudada como um biossorvente de metais e as formas de
biomassas investigados incluem biomassa geneticamente modificados, mortos
e/ou biomassa viva, biomassa imobilizada ou livre. Amirnia, Ray e Margaritis
(2015) aplicaram S. cerevisiae para remogdo de ions chumbo em biorreator de
fluxo continuo e observaram a capacidade de remocdo 72,5 mg/g do adsorvente.
Os autores sugerem, a partir dos resultados obtidos, que o uso de células de
leveduras vivas em um sistema continuo de adsor¢do é um método eficaz para
remoc¢do de metais pesados de efluentes industriais, reduzindo etapas de pré-
tratamento e preparagao de biomassa.

Mishra e Malik (2014) estudaram a capacidade de consércio de fungos para
remogdo dos ions metalicos Cu*? e Cr'® e os corantes acido azul 161 e laranja 34.
Observaram que ao contrario de estirpes individuais, o desempenho do consércio era
inalterado, independentemente da complexidade das misturas de corante e metal.
O consércio apresentou melhor desempenho de remocdo dos poluentes quando
comparados a presenca de fungo individual no meio reacional.
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Algas marinhas ou algas com paredes celulares sdo aquelas comumente
estudadas como biossorventes e incluem algas verdes, vermelhas e marrons.
Todos eles contém celulose e xilenos nas suas paredes celulares, mas apenas
as algas marrons tém acido alginico, que esta presente sob a forma de gel e é
responsavel pela ligacdo de metais. O acido alginico oferece ions carboxilato
aniénicos de sulfato com um pH neutro. O género Sargassum (Figura 2) de alga
marrom foi identificada como umexcelente biossorvente e tem sido testado em
varios experimentos para remocdo de metais (BERTAGNOLLI et al., 2014; HE;
CHEN, 2014; CARRO et al., 2015).

Em estudo recente, Carro et al. (2015) utilizaram a espécie de alga marrom
Sargassum muticum, tratada com célcio como biomassa para remocao de diferentes
cations metalicos da agua, cddmio e chumbo, e verificaram que para o cadmio e
chumbo a adsor¢do ocorre por troca idnica, com uma taxa de 1:1 para troca ionica entre
estes ions metalicos e o calcio liberado na solugdo.

Figura 1 - Fotomicrografia de Saccharomyces cerevisiae
Fonte: Cassiola et al. (2001).
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Figura 2 - Alga marrom do género Sargassum
Fonte: Nagarajan; Arumugam Kuppusamy (2013).

9.4 Uso da biorremedia¢ido em agua e efluentes contaminados por
pesticidas

Osetoragricola é considerado uma das principais atividades econémicas do Brasil.
O Estado do Parana, com uma agricultura diversificada, responde por cerca de 22,6%
da producdo nacional de graos, alcangando em 2010 o primeiro lugar na producao de
trigo, milho, feijao e cevada e o segundo lugar como produtor nacional de soja, centeio
e aveia (PARANA, 2013). Para alcancar tal produtividade, se fez necesséria a utilizacdo
de grande variedade e quantidade de praguicidas e fertilizantes. O uso crescente dessas
substancias quimicas tem sido motivo de preocupacgdo nas ultimas décadas, devido ao
desenvolvimento de doengas relacionadas a exposicdo a esses agentes.

Residuais de pesticidas em agua potavel podem aumentar os riscos de ocorréncia
de cancer, bem como causar danos aos sistemas nervoso, cardiaco, enddcrino e
reprodutivo, estes provenientes da agricultura.

Os processos de biorremediacdo tém sido propostos como uma alternativa
ambientalmente correta para a remediacgdo de pesticidas de corpos hidricos.
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Entre os métodos de biorremediacdo que podem seraplicados estdo a biofiltragdo,
a bioestimulagdo e o bioaumento (HELBLING, 2015). A biofiltragdo consiste em remover
o pesticida da dgua que passa pelo filtro, mantendo-o confinado em um compartimento
de biorremediacdo (ZEARLEY; SUMMERS, 2012). A bioestimulagdo é uma técnica de
biorremediacao que envolve uma estimulacdo da atividade dos micro-organismos
envolvidos, a partir de uma manipulacdo do ambiente onde se encontram, pode ser
pela adicdo ou retirada de terminados substratos ou nutrientes desse ambiente, o
que pode elevar a capacidade de degradagdo dos micro-organismos. O bioaumento
consiste na introducdo de micro-organismos com maior capacidade de degradacdo em
um ambiente contaminado que causem a biodegradacdo de alvo quimicos (HELBLING,
2015).

Estudos demonstram a utilizacdo de diferentes micro-organismos para
biodegradacdo de pesticidas, como bactérias (JONES et al., 1998), plantas (GEBREKIDAN
et al., 2013), microalgas (MAGNUSSON et al., 2013), bem como associa¢des de micro-
organismos com bactérias e fungos (NGUYEN et al., 2013). Nesse ultimo caso, os
pesquisadores utilizaram um biorreator e associaram lodo ativado com um mix de
bactérias resistentes a pesticidas e uma espécie de fungo - Trametes versicolor - que
possui enzimas extracelulares, como lignina peroxidase e lacases, que sao eficientes
em degradar ampla variedade de composto organico persistentes, que podem nao
ser degradados por bactérias. Entre os contaminantes, foi analisada a degradacdo da
atrazina.

Figura 3- Trametes versicolor
Fonte: Wang et al. (2015).
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Aatrazina (6-cloro-N-etil-N ‘-1-metil-etil-1,3,5-triazina-2,4-diamina) éum herbicida
de triazina amplamente usado para controlar ervas daninhas. Seu uso intensivo
contribui para deteccdo de niveis elevados no meio ambiente e é frequentemente
detectada em aguas superficiais e subterraneas no Brasil, Canada, Europa e Estados
Unidos (CERDEIRA et al., 2004). Os limites maximos de ATZ na 4gua para consumo
humano sdo 2u L* no Brasil, 3u L* nos Estados Unidos e 0,1 L' na Europa (EC, 2008;
BRASIL, 2011a; EPA, 2012).

Nguyen et al. (2013) verificaram reducao de 93% da concentra¢do de atrazina
nas condicOes testado no biorreator. Podemos considerar esse estudo um processo
de bioaumento, pois um micro-organismo ndo nativo foi inserido no ambiente para
melhorar a atividade de biodegradacdo da comunidade bacteriana.

9.5 Uso da biorremedia¢ido em de agua e efluentes contaminados
por farmacos

Outros contaminantes de agua e efluentes sdo os farmacos. A ocorréncia de
farmacos, tanto de uso humano como de uso veterinario, nos sedimentos, esgoto
doméstico e dguas superficiais e subterraneas constituem um sério problema em todo o
mundo. Quase todas as classes de agentes terapéuticos, que incluem antinflamatérios,
analgésicos, hormonios esteroides e compostos neuroativos, além de seus subprodutos
de degradacdo, chegam ao meio ambiente por meio da descarga de efluente nao
tratado ou diretamente por meio de excre¢des humanas.

Pesquisas apontam resultados promissores na biorremediacdo de aguas e
efluentes contaminados por farmacos. Esses estudos utilizam fungos (MARCO-
URREA et al., 2009; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ; MARCO-URREA; CAMINAL, 2010),
bactérias (ZHOU et al., 2006), plantas aquaticas (ALVARADO et al., 2008) entre
outros.

As drogas anti-inflamatdrias, que incluem ibuprofeno, diclofenaco e dipirona,
sdo encontrados em maiores concentra¢des em corpos d’agua, devido sua
grande utilizagdo. O diclofenaco de sédio é uma droga com propriedades anti-
inflamatdrias, analgésica e antipirética, o consumo global dessa droga é estimada
em 940 toneladas por ano ( ZHANG; GEIREN; GAL, 2008). Devido ao uso intensivo
desse medicamento, estudo indica que sua presenca em aguas superficiais, agua
subterranea e dgua de consumo humano pode variar de ng.L'* a g.L'* (MARCO-URREA
et al., 2009).
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Marco-Urrea et al. (2009) estudaram o fungo Trametes versicolor para
degradac¢do de diclofenaco e verificaram que mais de 94% do farmaco era
degradado na primeira hora em pellets da droga eram adicionadas no meio
contendo o fungo, tanto em altas concentracdes (10 mg.L') como em baixas
concentragdes (45ug.L?).

Yang et al. (2013) também aplicaram o mesmo fungo, T. versicolor, para
remocdo do diclofenaco em um biorreator ndo estéril, em condi¢bes mais
proximas da realidade. Nesse reator foi passado em fluxo continuo uma solugdo
com diclofenaco. No estado de equilibrio, e observaram a remogdo de 53% da
concentracgdo inicial de diclofenaco (345 pug/L.d). Em estudo utilizando microalga,
Chlorella sorokiniana, em processo em batelada, observou-se a remocao de 93%
for acido salicilico.

Assim, pode-se verificar ampla variedade de organismos que possuem
propriedades adsorventes ou de biodegracao, que sdo capazes de remover poluentes
da agua e efluentes, que ndo sdo removidos de forma eficiente pelos processos de
tratamento convencionais.

9.6 Conclusoes

A agua e os efluentes encontram-se contaminados por uma ampla gama de
poluentes organicos, quimicos, altamente persistentes no ambiente e que podem
prejudicar a saude das pessoas. Os métodos convencionais de tratamento de agua e
efluentes ndo removem totalmente esses poluentes persistentes.

Os métodos de biorremediagdo tém apresentado resultados promissores na
remocdo de poluentes persistentes na agua e efluentes, utilizando ampla variedade
de organismos (bactérias, fungos, plantas, microalgas), que possuem capacidade
de adsorcdo e/ou biodegradacao de uma variedade de contaminantes como metais
pesados, pesticidas, farmacos, entre outros.

Um dos principais desafios para os estudos com processos de biorremediagdo é
sua limitagdo a estudos laboratoriais. Portanto, sdo necessarios mais estudos em que
se considere um ecossistema estavel, bem como a estrutura e composicio adequadas
para que se possa ampliar e diversificar a aplicacdo no meio ambiente dos variados
processos de bioremediacdo, ampliando, dessa forma, o acesso a esses processos pela
populagao.
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CAPITULO X

Biotecnologia microbiana marinha

Marcus Adonai Castro da Silva, André Oliveira de Souza Lima

10.1 Introducao

Os oceanos cobrem em torno de 70% da superficie terrestre. Em toda sua
extensdo, os oceanos incluem grande variedade de habitats, desde dguas e sedimentos
estuarinos, que apresentam mistura de aguas marinhas e continentais, até os ambientes
ditos profundos, nos quais prevalecem a auséncia de luz, baixas temperaturas e pouca
disponibilidade de matéria organica. Os micro-organismos sdo encontrados em todos
estes ambientes marinhos, desempenhando importantes fun¢des para o ecossistema
incluindo a producdo primaria, a decomposicdo de matéria organica, a ciclagem de
elementos como o nitrogénio e o enxofre e suas diversas intera¢cées com outras formas
de vida, microbianas ou nao.

Como reflexo dos varios ambientes considerados marinhos e destas varias
funcgBes ecoldgicas, 0os micro-organismos que vivem nos oceanos sdo grandemente
diversificados, tanto do ponto de vista filogenético, quanto em relacdo com seus
aspectos fisioldgicos e bioquimicos. Entretanto, esta diversidade microbiana é em
grande parte desconhecida, especialmente em funcdo da dificuldade de acesso aos
ambientes marinhos mais afastados dos continentes. Além disso, considerando
que grande parte dos micro-organismos marinhos ainda resiste ao cultivo em
laboratério (JOINT; MUHLING; QUERELLOU, 2010), reconhece-se que a maioria
das espécies microbianas marinhas ainda aguarda uma descricdo taxondmica
apropriada.

Apesar disto, com base em décadas de estudo, estabeleceu-se o enorme
potencial biotecnoldgico dos micro-organismos de origem marinha. Este potencial
inclui seu uso na producdo de enzimas com caracteristicas distintas das originadas
de organismos terrestres (LEE et al., 2010), a obten¢ao de novos bioativos (PETTIT,
2011), que ampliam o uso ja estabelecido de moléculas de origem microbiana,
e a atuacdo em processos que requerem condicGes especificas, similares as que
ocorrem em ambientes marinhos, como a biorremedia¢do de ambientes salinos
(DASH et al., 2013). Neste capitulo serdo apresentados alguns dos potenciais
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biotecnoldgicos dos micro-organismos de origem marinha, iniciando-se pelas
ferramentas de bioprospec¢do microbiana.

10.2 Bioprospeccao de micro-organismos marinhos

Abioprospeccdo de micro-organismos marinhos pode ser conduzida com duas
abordagens distintas, dependentes e independentes de cultivo. As metodologias
dependentes de cultivo envolvem o estabelecimento de culturas laboratoriais
dos organismos de interesse. Ja nas metodologias independentes de cultivo sdo
feitas analises de genes de interesse biotecnolégico em material genético extraido
das amostras nas quais 0s micro-organismos se encontram. Estas metodologias
moleculares permitem a prospecc¢ao de organismos que ainda ndo foram cultivados
em laboratério, que compreendem a maioria da microbiota marinha.

10.3 Metodologias dependentes de cultivo

O cultivo de micro-organismos marinhos pode ser feito pela aplicacdo de
metodologias tradicionais de microbiologia, incluindo o isolamento direto em
meios solidos e o enriquecimento seletivo, seguido dainoculacdo de placas de Petri
contendo meios de cultura (Figura 1). O agar marinho tem sido o meio de cultura
mais utilizado para o isolamento de bactérias marinhas, apesar de normalmente
permitir apenas o crescimento das espécies mais facilmente cultivaveis. Outros
meios de cultura podem ser formulados para a obtencdo de organismos para fins
biotecnoldgicos especificos. Para a obtencdo de micro-organismos produtores de
enzimas, por exemplo, sdo usados meios suplementados com seus substratos. No
isolamento de organismos biodegradadores de hidrocarbonetos e outras moléculas
similares, utiliza-se um meio de cultura mineral contendo estas moléculas como
Unicas fontes de carbono e energia. Estas estratégias especificas sdo muitas vezes
utilizadas nas etapas de enriquecimento seletivo, a fim de aumentar o sucesso de
obtencdo das culturas de interesse.

Apds o isolamento, seja por métodos seletivos ou ndo, os micro-organismos
sdo avaliados em relagdo ao seu potencial biotecnolégico ou para a sele¢do das
linhagens mais ativas entre as que apresentam a caracteristica visada. Estas
avalia¢es podem ser conduzidas em ensaios fisioldgicos em meios de cultura,
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nas quais a producdo da molécula de interesse, ou sua atividade, é determinada.
Pode-se também avaliar os organismos cultivados por métodos moleculares, como
a deteccdo de genes especificos pela reacdo de PCR ou pela anélise do genoma, a
fim de se estabelecer o seu potencial biotecnoldgico.

Nos ultimos anos, a obten¢do de culturas de organismos até entdo cultivados,
mais representativos dos principais grupos filogenéticos marinhos, tem sido
um dos principais desafios da microbiologia. Os motivos de estes organismos
resistirem as tentativas de cultivo foram enumerados por Joint; Mihling;
Querellou (2010) e incluem a interrupcdo de interacdes naturais entre os micro-
organismos, como a producdo de substdncias estimulantes especificas, das quais
certos organismos dependem, pelos procedimentos tradicionais de isolamento,
a incapacidade de utilizacdo dos substratos fornecidos nos meios utilizados
no cultivo e a toxicidade das altas concentra¢des de nutrientes normalmente
utilizadas em laboratério.

Poucos organismos dos principais grupos filogenéticos marinhos foram até
agora obtidos em cultura, pelo emprego de uma variedade de metodologias. Estas
compreendem o uso de meios de cultura diluidos ou até a prépria agua marinha
como meio de cultura, a substituicdo do agar por outros agentes solidificantes
como a agarose e estratégias que se baseiam na producdo de moléculas como
sideréforos e autoindutores de quorum sensing (ver a seguir), em co-culturas com
outros organismos ou consércios microbianos (JOINT; MUHLING; QUERELLOU,
2010).

10.3.1 Metodologias independentes de cultivo

Como alternativa para o estudo dos micro-organismos ndo cultivaveis,
mais recentemente, tém-se empregado métodos moleculares independentes
de cultivo, como a metagendmica ou metatranscriptomica, ou estudo do DNA e
RNA ambiental, respectivamente (SABREE et al., 2009). Trata-se de ferramentas
adicionais e poderosas para o estudo de qualquer micro-organismos, uma vez
que viabiliza 0 acesso a colecdo de genomas da comunidade microbiana como
um todo.
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Amostra
Enriquecimer‘ly \Isolamento direto
|
Ietamiento Reagéo de PCR
Gendémica
\ /

Métodos moleculares

/

Avaliagdo do potencial biotecnolégico

Ensaios em meios de cultura

D

Figura 1 - Estratégias dependentes de cultivo para o isolamento e sele¢do de micro-organismos
marinhos de interesse biotecnolégico. Ensaios de (A) inibicdo do quorum sensing em
Chromobacterium violaceum; (B) producdo de sideréforos em agar cromo azurol S; (C) atividade
lipolitica em agar marinho contendo Tween 20 a 0,5%; (D) ensaio de atividade proteolitica em
agar marinho contendo leite desnatado (E) ensaio de atividade antimicrobiana com Vibrio
cincinatiensis.

Fonte: Os autores.

Desta forma, seu emprego tem contribuido em estudos ambientais e ecolégicos,
por meio do acesso a diversidade e a estrutura das comunidades microbianas e suas
possiveis interacdes. Exemplosincluem desde o conhecimento da microbiota associada
aosistemadigestivodehumanosesuarelagdocom patogenias;acomunidadebacteriana
associada a resposta sistémica em vegetais; processos de sucessdo microbiana em uma
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ilha; ou ainda as comunidades microbianas marinhas ao longo da coluna e nas massas
de agua. Portanto, tem ampliado em muito o poder e a profundidade das analises
em ecologia microbiana. Além disso, um aspecto de grande relevancia associado a
implementacdo das ferramentas de estudo do DNA e RNA ambiental, é sua eficacia na
prospeccdo de novas moléculas de relevancia biotecnoldgica. Neste contexto, tém-se
descrito uma série de novas enzimas (proteases, lipases, glucanases etc.) e clusters
génicos associados a sintese de bioativos (antibidtico) e biopolimeros (MILSHTEYN;
SCHNEIDER; BRADY, 2014). De maneira geral, no contexto da bioprospeccao os estudos
envolvem o isolamento do acido nucleico a partir da amostra de interesse e sua
analise, a qual pode ser realizada de trés modos distintos: a) biblioteca metagenémica
funcional, b) amplificacdo de genes-alvo ou c) sequenciamento, mineragao e selecao de
gene-alvo. Na Figura 2 sdo apresentadas as etapas empregadas para a implementagdo
dos diferentes tipos de abordagens. Destaca-se que uma vez clonado o DNA, 0 mesmo
poderd seguir para qualquer uma das trés estratégias. Ainda independentemente
do processo adotado, nas etapas finais o(s) gene(s) sdo clonados e seus produtos ou
produtos de sua a¢do sao caracterizados.

Amostra
(solo, agua, animal, vegetal, etc.)

1 Sequenciamento

Amplificagdo (PCR) DNA .
| 1 Sanger

Clonagem l

Biblioteca Expressdo Mineragdo Dados
Avaliagdo/selec¢do Gene(s)-alvo
Clonagem/Sub-clonagem

|

Produgdo/Caracterizagdo

Figura 2 - Estratégias e respectivas etapas empregadas em programas de bioprospecgdo
independentes de cultivo.

Fonte: Os autores.
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Atualmente, os projetos de metagendmica sdo facilitados pelas técnicas de
sequenciamento de nova geracao de DNA (Next Generation Sequencing - NGS). Estas
fornecem ferramentas experimentais com custo mais acessivel e livre do processo de
clonagem, a qual era necessaria no método anterior - Sanger (terminacdo de cadeia).
Neste contexto, a prospec¢do baseada em sequéncias tem avancado e, um conjunto
de ferramentas de bioinformatica e biologia molecular para a identificagdo, captura
e expressdo de genes e clusters biossintéticos tornaram-se factiveis (SABREE et al.
2009; MILSHTEYN; SCHNEIDER; BRADY, 2014). Apesar de evoluir mais lentamente,
as bibliotecas de expressdo que foram os primeiros métodos de metagendmica
desenvolvidos, ainda permitem o acesso a novas enzimas e bioativos. Acredita-se
que este conjunto de métodos deve ampliar em duas a trés ordens de magnitude a
diversidade de vias biossintéticas a serem exploradas. Nos subitens, a seguir, serdo
apresentadas informacdes relacionadas a estas trés estratégias de estudos, seus
beneficios e dificuldades.

10.4 Biblioteca Metagenomica Funcional

Uma das principais estratégias para a clonagem de genes funcionais a partir de
DNA ambiental é a construcgdo e avaliagdo de bibliotecas metagendmicas funcionais
(SABREE et al. 2009; MILSHTEYN; SCHNEIDER; BRADY, 2014). Em linhas gerais, este
processo pode ser subdividido em quatro etapas: a) obtencdo e preparo do DNA
ambiental; b) clonagem do acido nucleico em um vetor e sua introdugdo em um
organismo hospedeiro; c) selecdo do organismo recombinante ativo para a molécula-
alvo e d) caracterizagdo da molécula alvo. Por meio desta estratégia, tanto enzimas
essenciais ao desenvolvimento microbiano, como metabdlitos secundarios puderam
ser reconhecidos.

10.4.1 Amostras e obtencdo dos acidos nucleicos ambientais

Sao diversos os tipos de amostras que podem ser processadas para se acessar
o DNA ambiental. Projetos iniciais de metagendmica focaram em amostras de solo
e agua, os quais apresentavam grande riqueza de espécies (5.000-40.000 espécies/g
solo),bemcomogenesfuncionaisderelevanciacomercial. Posteriormente,amostras
como sedimentos, biofilmes, efluentesindustriais, associados a animais, receberam
destaque devido a sua composi¢cdo quimica Unica e, viabilizam a descoberta de
enzimas, antibidticos, moléculas de comunicacdo etc. Independentemente do
tipo de amostra, para a construcao da biblioteca de expressdo o primeiro passo
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consiste no isolamento do DNA. Este deve ser obtido na quantidade e qualidade
suficientes para assegurar a representatividade de toda comunidade microbiana,
bem como permitir sua clonagem no vetor. Entretanto, a estrutura quimica e fisica
da amostra influencia diretamente na quantidade / qualidade do DNA ambiental
obtida. Por exemplo, no caso do ambiente marinho oceanico é necessario filtrar
grandes volumes de dgua para se obter massa de DNA suficiente. Em compensacao,
caso a amostra esteja contaminada por quimicos e enzimas estes permanecerao
na agua, dificilmente afetam a qualidade do produto final. J4 no outro extremo,
amostras de solo possuem compostos inorganicos carregados, o que interfere
na qualidade do DNA, dificultando sua posterior manipulacdo. Apesar disso, a
possibilidade de dissociacdo fisica das células a partir de matrizes semissélidas,
viabiliza a obtencao de DNA com elevado peso molecular. Atualmente, existem
diversos kits comerciais que permitem a obtencdo de DNA ambiental a partir de
amostras de agua, solo e demais matrizes semissélidas. Desta forma, em geral, o
DNA obtido apresenta as caracteristicas adequadas a construcdo da biblioteca,
bem como sequenciamento. Caso a massa de DNA disponivel seja insuficiente para
a clonagem ou qualquer outra abordagem, uma opcéo é sua amplificacdo por meio
de kits especificos de Whole Genome Amplification. Entretanto, apesar de ampliar a
massa de DNA disponivel, esta etapa pode eventualmente amplificar alguma regido
preferencial, como exemplo virus de DNA fita simples, o que gerard um desvio na
representatividade original da amostra.

10.4.2 Construgao da biblioteca metagenomica

Uma vez com o DNA ambiental disponivel, a préxima etapa consiste na
construcdo da biblioteca (SABREE et al, 2009; MILSHTEYN; SCHNEIDER; BRADY,
2014). Trata-se de uma cole¢ao de fragmentos do DNA ambiental, a qual deve
representar o genoma da comunidade microbiana presente na amostra. Tais
segmentos de DNA sdo clonados em vetores e, posteriormente inseridos em
organismos hospedeiros. A estratégia de clonagem adotada depende diretamente
do gene/atividade de interesse que, por sua vez, ditara o tamanho dos fragmentos
de DNA e nimero de clones a serem avaliados. Por exemplo, quando se objetiva a
selecdo de genes Unicos (hidrolases, determinantes de resisténcia antimicrobiana
etc.), podem ser constituidas colecbes com pequenos fragmentos (<10 kb)
inseridos em vetores de clonagem usuais para Escherichia coli (pUC, pBluescript
SK, pTOPO-XL, etc.). J& quando o alvo sdo os multiplos genes (moléculas
sinalizadoras, pigmentos, fatores de crescimento eucaridticos, operon etc.) sdo
clonados fragmentos maiores (>20 Kb) em fosmidios (ex. pCC1FOS), cosmidios
(ex. pWE15), ou cromossomos bacterianos artificiais (BAC). Assim, o numero

221



BIOTECNOLOGIA MICROBIANA AMBIENTAL

de clones na biblioteca ou sua cobertura, dependera do tamanho do inserto e
da complexidade da comunidade microbiana. Por exemplo, serdo necessarias
colecbes maiores, quando utilizados insertos menores a partir de amostras
com elevada complexidade. Na pratica, estruturas microbianas complexas sdo
cobertas por fragmentos grandes, os quais aumentam a representatividade e a
probabilidade de acesso a molécula-alvo.

Em sua grande maioria, as bibliotecas metagendmicas sdo construidas em E.
coli, organismo modelo para expressdo heteréloga. Este além de carregar mutagdes
(recA - reduz recombinacdo, endA - reduz degradacao de DNA) que facilitam a
manutencdo do DNA exdgeno, também conta com uma série de ferramentas/
equipamentos para seu uso. Para a insercdo do DNA recombinante na bactéria o
método preferencial é a eletroporacdo. Dificuldades podem ser encontradas na
expressdo de genes oriundo de organismo com elevada distancia filogenética em
relagcdo a E. coli. Variagdes no codon-usage, sistema de reconhecimento e transporte
pela membrana ou, até mesmo a presenca de introns de genes eucaridticos ndo
reconhecidos pelo sistema metabdlico da E. coli, dificultam ou inviabilizam a
producdo/transporte das moléculas-alvo. Alternativamente, outros organismos
hospedeiros podem ser empregados, tais como E. coli, Pseudomonas putida and
Bacillus subtilis. Eventualmente, bibliotecas construidas em E. coli podem ser
transferidas para outras espécies por meio da conjugacao.

10.4.3 Avaliacao da biblioteca metagenomica funcional e selecao de
clones ativos

A UGltima etapa em um programa de prospeccdo por biblioteca funcional
consiste na identificacdo dos clones que expressam atividades de interesse. Por
meio desta estratégia, diferentemente daquelas baseadas no sequenciamento,
ndo é necessario que o gene de interesse possua homologia com moléculas
ja descritas. Neste contexto, os clones da biblioteca sdo reconhecidos por sua
atividade, viabilizando além da descricdo da molécula também a incorporacéo
de novas informagdes nos bancos de dados de genes e proteinas. Para o processo
de avaliacdo em si, foram adaptados os métodos tradicionais (hidrélise de
substrato/formacdo de halos) empregados na avaliacdo enzimatica (amilases,
celulases, lipases e quitinases) dos micro-organismos cultivaveis. Para a busca
dos metabdlitos secundarios, tem-se focado na avaliacdo de fendtipos facilmente
identificaveis, como producdo de pigmentos e antibiose. Por exemplo, a avaliagdo
quanto a inibicdo de Bacillus subtilis permitiu revelar os primeiros antibidticos (N-
acilaminoacidos de cadeia longa, antibidtico isocianeto e etc.) obtidos por meio de
estudos metagendmicos. Ja por meio de ensaios colorimétricos com cromo azurol
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S (CAS) foi reconhecida a producdo de siderdforos (vibrioferrinae, bisucaberina) a
partir de DNA marinho (FUJITA et al., 2011).

10.4.4 Amplificacao de genes-alvo

A amplificacdo de genes especificos por meio da PCR, também tem-se
revelado como uma eficiente forma de reconhecer os clones de interesse em
uma biblioteca (SABREE et al., 2009; MILSHTEYN; SCHNEIDER; BRADY, 2014). Por
exemplo, para se evidenciar clones de determinado grupo taxondémico, podem
ser utilizados primers para genes codificantes do RNA ribossomal. No contexto
do ambiente marinho, esta estratégia foi empregada no reconhecimento de
clones pertencentes aos individuos da familia Streptomycetaceae (PRIETO-DAVO
et al., 2013). Além da abordagem taxon6mica, a ancoragem dos primers pode ser
implementada para dominios conservados de genes funcionais de relevancia (ex.
peptideos ndo ribossomais, policetideossintases, isoprenoides, acucares, acido
xiquimico, alcaloides, peptideos ribossomais), a fim de se buscar clusters génicos
de relevancia. Por exemplo, verificou-se que o método baseado no PCR para regides
conservadas de genes como peptideos ndo ribossomais e policetideossintases,
foi cerca de dez a 100 vezes mais sensivel na deteccdo de sequéncias Unicas
do que o sequenciamento total da amostra (WOODHOUSE et al., 2013). Além
destes, exemplos de sucesso incluem o reconhecimento de clones codificantes
de bioativos, como citotoxinas diméricas de triptofano, antitumorais, inibidores
de protease, policetideos aromaticos etc. Uma vez identificados os clones de
interesse estes sdo sequenciados e, por meio de ferramentas de bioinformatica
faz-se a localizacdo e analise da estrutura e composicdo dos genes relevantes. A
amplificacdo de alvos especificos é uma estratégia eficiente, rapida e de baixo
custo para avaliar a capacidade biossintética de metagenomas, sem requerer o
completo sequenciamento do DNA ou a analise quimica dos metabdlitos presente
na amostra ambiental. Destaca-se que a detec¢do de genes de relevancia também
pode ser realizada diretamente no DNA metagendmico, o que permite reconhecer
as amostras mais promissoras para a constituicdo de uma biblioteca funcional ou
sequenciamento total.

10.4.5 Sequenciamento, mineragao e selecao de gene-alvo

Com o grande avanco nas plataformas de sequenciamento de segunda geracao
ouNGS (SOLiD/lonTorrent PGM - Life Sciences, GenomeAnalyzer / HiSeq 2000/MiSeq
- lllumina, GS FLX Titanium/GS Junior - Roche, etc.), hoje é possivel sequenciar
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totalmente o DNA ambiental de uma amostra ou biblioteca metagenomica. Desta
forma, um volume enorme de dados de sequéncias nucleotidicas de comunidades
microbianas ndo cultivaveis esta sendo revelado a partir de diferentes amostras
ambientais (solo, dgua, associada a animais, plantas etc.). Grande parte deste
conjunto de informacgbes tem sido depositada em bancos publicos, o que tem
contribuido para a ampliagdo do conhecimento acerca dos organismos nao
cultivaveis e seu potencial.

Em contraste com a selecdo a partir da biblioteca funcional, onde se
avaliou o fendtipo de interesse, nesta abordagem as sequéncias sdo utilizadas
para a predicdo de genes funcionais. Muitas das ferramentas de bioinformatica
empregadas na mineracdo de dados gendmicos, também foram implementadas
para a montagem e analise das sequéncias metagenomicas. Como produto, uma
vez montadas, as longas sequéncias nucleotidicas ambientais sdo triadas quanto a
presenca de genes codificantes de moléculas de relevancia. Entretanto, o elevado
nivel de similaridade entre as sequéncias de diferentes organismos presentes na
comunidade assim como a repetibilidade de dominios conservados em genes
biossintéticos acabam por dificultar o processo de montagem dos metagenomas.
Desta forma, o processo pode ser mais eficaz para metagenomas menos complexos
ou assegurado para comunidades mais complexas quando se trabalha com grandes
volumes de dados. Como exemplo, pesquisadores sequenciaram 240 Gb a partir
do rimen bovino e, identificaram mais de 27 mil genes envolvidos na degradagado
de biomassa. Portanto, mesmo sendo uma estrutura microbiana extremamente
complexa, o enorme volume de dados viabilizou o estudo detalhado do microbioma
ruminal (HESS et al., 2011).

10.4.6 Enzimas de micro-organismos marinhos

Micro-organismos de origem marinha tém sido descritos como capazes de
produzir inimeras enzimas de relevancia biotecnoldgica (DALMASO; FERREIRA;
VERMELHO, 2015; BONUGLI-SANTOS et al., 2015). Estas podem se diferenciar
das produzidas por micro-organismos terrestres, uma vez que sdo adaptadas
ao ecossistema em que sdao geradas. O ambiente marinho se caracteriza por
apresentar ampla variacao de condigdes, incluindo extremas, tais como alta
pressdo hidrostatica, salinidade (3,4-3,5%), temperaturas baixas (0,2-5°C) e altas
(80-95°C), escuriddo total e baixa disponibilidade de nutrientes. Desta forma,
tem sido um importante reservatdrio para a prospeccdo de enzimas microbianas,
tais como hidrolases - lipases, proteases, glucanases, quitinases, amilases, entre
outras.
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O setor de enzimas movimentou cerca de US 4,8 bilhGes em 2013, sendo
estimado atingir US 7,1 bilhGes em 2018 (BCC RESEARCH, 2014). Além do
aspecto financeiro, destaca-se que enzimas sdo empregadas em tecnologias
ambientalmente amigaveis e produzidas de maneira renovavel. Diferentemente
dos animais e plantas que sdo afetados pela variagao nas condi¢des de producdo, os
micro-organismos podem ser cultivados em biorreatores em condi¢des controladas
(pH, temperatura, aeragao etc.), o que garante a reprodutibilidade do processo.
Apesar disso, a producdo de enzimas por alguns micro-organismos pode enfrentar
limitagOes devido a baixa taxa de crescimento/produgdo ou a patogenias para o
homem e/ou animais. Como alternativa, o gene codificante da enzima de interesse
pode ser clonado em um vetor de expressdo e produzido de maneira heteréloga
em um organismo hospedeiro (ex. E. coli, Bacillus, Pichia, Saccharomyces etc.).
Apds a otimizagdo de pardmetros (concentragdo de indutor, temperatura, tempo
de cultivo etc.), a enzima recombinante obtida passa por processo de purificacao
e caracterizacgao, seguindo procedimentos similares aos utilizados para as enzimas
ndo recombinantes. A estratégia de expressdo heterdloga tem sido usada tanto
em nivel laboratorial quanto industrial. Para se acessar o(s) gene(s) de interesse a
serem clonados, estes podem ser proveniente de organismos cultivaveis como néo
cultivaveis como, por exemplo, a partir de programa de gendmica e metagendmica,
respectivamente. As enzimas podem ser empregadas em diversos processos
industriais, tais como na area alimenticia, téxtil, farmacéutica, biocombustivel,
ambiental, quimica, detergentes etc. (LEE et al., 2010; DALMASO; FERREIRA;
VERMELHO, 2015; BONUGLI-SANTOS et al., 2015). Nestes processos, as principais
enzimas utilizadas sao as hidrolases, tais como as amilases, proteases, celulases e
lipases, as quais sdo destacadas nos proximos itens.

10.4.7 Lipases

Enzimas lipoliticas catalisam a quebra ou a formacdo de ligagGes ésteres.
Estas podem ser classificadas em duas familias principais - as carboxilesterases
(EC 3.1.1.1) e as lipases (EC 3.1.1.3). Elas compartilham caracteristicas estruturais
e funcionais como a presenca do dobramento a/f hidrolase na estrutura terciaria
principal, bem como a presenca da triade catalitica (serina, aspartato/glutamato e
histidina). Lipases sdo em geral ativas sobre substratos insollveis em agua, como
triglicerideos composto por longas cadeias de acidos graxos (C = 8). Esterases
preferencialmente hidrolisam ésteres simples e triglicerideos formados por acidos
graxos com cadeias inferiores a oito carbonos. Essencialmente, as carboxilesterases
ndo requerem cofatores e, normalmente, sdo estaveis em solventes organicos (ZHU
et al,, 2013). Considerando a sequéncia de aminoacidos, as esterases e lipases
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sdo organizadas em oito familias. As enzimas da familia 1 sdo denominadas de
lipases verdadeiras, ao passo que as demais sao esterases. Vale destacar que novas
possiveis lipases/esterases descritas em estudos gendmicos, eventualmente ndo
sdo incluidas em nenhuma destas familias, por serem muito distintas. As lipases/
esterases apresentam elevada regio e estereoespecificidade. Tais caracteristicas as
tornam derelevéncia no contexto daindustria médica quanto a sintese e hidrdlise de
compostos estéreo-especificos, incluindo o processamento metabdlico de drogas
e agentes antimicrobianos. As aplica¢cdes biotecnoldgicas das lipases incluem
ainda seu uso na produc¢do de alimentos, laticinios, cosméticos, agroquimicos,
biossurfactantes, detergentes e na industria de papel. Além disso, possuem grande
potencial para a producao de biodiesel a partir da reacdo de transesterificagao
enzimatica (DALMASO; FERREIRA; VERMELHO, 2015).

Varios micro-organismos lipoliticos de profundidade ja foram descritos,
incluindo Photobacterium frigidiphilum, Pseudomonas e varias espécies do género
Bacillus. Entre estes tem-se dado destaque a busca de enzimas extremas, tais
como termoestaveis e psicrofilas (DALMASO; FERREIRA; VERMELHO, 2015). Como,
por exemplo, lipases/esterases termoestaveis foram detectadas e clonadas em
espécies do género Thermococcus, o qual é encontrado em fontes hidrotermais
marinhas e de dgua doce. Também a arqueia Archaeoglobus fulgidus DSM 4304
e Pyrobaculum calidifontis tiveram suas esterases clonadas em E. coli, as quais
apresentaram atividade 6tima a 80 e 90°C, respectivamente (HOTTA et al., 2002).
Lipases psicrofilicas sdo amplamente utilizadas na industria quimica, detergentes,
alimentos e biorremediacdo. Um exemplo, é a lipase (M37) de Photobacterium
lipolyticum, isolado do mar Amarelo na Coreia, que mantém atividade entre 5 e
25°C (RYU et al., 2006). Esta e a lipases B de Candida Antarctica sdo investigadas
quanto ao uso na produc¢do de biodiesel. Psychrobacter sp. e Vibrio sp. também
sdo exemplos de organismos produtores de lipases e esterases adaptadas ao frio,
com enzimas ativas entre 4-15°C. Além das bactérias, também fungos de origem
marinha foram descritos como lipoliticos (BONUGLI-SANTOS et al., 2015). Como,
por exemplo, Geotrichum marinume Aspergillus awamori que produzem lipases
ativas a 40°C, este ultimo testado no tratamento de efluente oleoso.

Também genes de lipases/esterases foram prospectados por métodos
independentes de cultivo. Por exemplo, a esterase EstF, a qual teve seu gene clonado
e expresso em E. coli, apresentou atividade enzimatica em ampla faixa (0 a 60°C) de
temperaturas (FU et al., 2011). Assim como, nove novas lipases foram clonadas a partir
de uma biblioteca metagenémica funcional de sedimento marinho. Também com
caracteristicas diferenciadas, uma esterase alcalina (EM2L8) e uma lipase psicréfila
foram obtidas a partir da biblioteca metagendmica de sedimento marinho (PARK et al.,
2007). Portanto, fica claro que o ambiente marinho é apropriado para a prospeccdo
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de lipases de relevancia industrial, sendo viaveis tanto a estratégia de selecdo de
organismos cultivaveis como métodos independentes de cultivo.

10.4.8 Proteases

Dentre as enzimas hidroliticas, as proteases ocupam posicdo de destaque,
uma vez que sdo responsaveis por cerca de 40% do mercado de enzimas em todo o
mundo. Além disto, é estimado um crescimento de 5%/anual atingindo um volume
deUS$2,7bilhdesaté2019. Entre as proteases derelevanciaindustrial,as microbianas
apresentam ampla aplicacdo. Como exemplos sdo incluidas na formulacdo de
detergentes, na fabricacao de queijos, na preparacao de hidrolisados de soja, para
amaciar carne, na producdo de cerveja, entre outros processos. Também, podem
ser empregadas na industria téxtil para a degomagem de seda, na agricultura para
o controle de pragas ou como insumo de cosméticos. No contexto da bioconversao,
tem sido empregada hidrélise de residuos de pescados, para a geracdo de produtos
de alto valor agregado.

As proteases (EC 3.4.) sdo enzimas que catalisam a hidrdlise de ligagdes
peptidicas em proteinas ou peptideos. Para sua classificacdo sdo utilizados trés
critérios: a) mecanismo quimico de catdlise; b) tipo de reagdo catalisada e c)
estrutura molecular e homologia. Quanto ao sitio/grupo catalitico, podem ser
subdivididas como serina, cisteina, treonina, aspartica, glutamica, asparagina,
metalo, mista e desconhecida. Quanto ao tipo de reacdo, podem ser organizadas em
endopeptidases (EC 3.4.21-99) que hidrolisam internamente a cadeia polipeptidica
e, nas exopeptidases (EC 3.4.11-19) que atuam nas extremidades do polimero.
Por fim, o terceiro critério relaciona-se a organizacdo das peptidases em familias,
as quais sdo baseadas na sequéncia primaria e na estrutura terciaria (DALMASO;
FERREIRA; VERMELHO, 2015).

A fim de obter proteases ativas e tolerantes as condic¢Oes industriais de uso,
diversos ambientes extremos sdo considerados para sua prospecg¢do, tais como
salino, desértico, solo Antartico e amostras da profundeza oceénica. Dentre as
bactérias marinhas proteoliticas de profundidade os géneros Pseudoalteromonas,
Alteromonas e Shewanella se destacam. Entre os fungos, Aspergillus ustus (isolado a
5.000 m, oceano indico) apresentou protease ativa em ampla faixa de pH (pH 6-10).
Assim como, a levedura Aureobasidium pullulans produziu peptidase com atividade
6tima em pH acido e a 45°C (BONUGLI-SANTOS et al., 2015). Paralelamente,
projetos de metagenOmica prospectiva também estdo focando nas proteases. Por
exemplo, uma nova subtilisina (serina protease) descrita a partir da biblioteca
metagendmica de sedimentos Antartico. Esta possuia 51% de identidade com a
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descrita em Salinibacter ruber, portanto, sugerindo tratar-se de uma nova enzima
(ZHANG; ZHAOQ; ZENG, 2011).

10.4.9 Amilases

As amilases sdo enzimas que hidrolisam moléculas do amido gerando
mondmeros de glicose. O amido é uma abundante reserva de energia presente
em plantas superiores. Ele é composto por dois tipos de polimero, a amilose
e a amilopectina. O primeiro é formado por residuos de glicose ligados (al,4)
linearmente formando estrutura helicoidal. A amilopectina é menos soltvel que a
amilose e representa cerca de 75-80% do grdo. Esta é constituida por moléculas
de glicose ligadas (a-1,4) e ramificagdes com ligacdo a-1,6. Diversas enzimas sao
incluidas no grupo das amilases, as quais podem ser subdivididas em trés de
acordo com sua especificidade pelo substrato e modo de atuagdo. As endoamilases
(a-amilase - EC 3.2.1.1) hidrolisam as liga¢des a-1,4 internas na cadeia principal
liberando dextrinas. As exoamilases (B-amilase - EC 3.2.1.2, glucoamilase - EC
3.2.1.3, a-glucosidase - EC 3.2.1.20) atuam sobre as extremidades da cadeia a-1,4,
liberando o dissacarideo maltose ou B-ciclodextrinas e glicose. Por fim, as enzimas
desramificantes (pululanase - 3.2.1.41, isoamilase - EC 3.2.1.68, dextrinase - EC
3.2.1.142) atuam principalmente sobre as cadeias laterais liberando maltose ou
malto-oligossacarideos (DALMASO; FERREIRA; VERMELHO, 2015).

As amilases apresentam grande relevancia industrial, uma vez que sdo
empregadas em diversos processos, desde o setor alimenticio, passando pelo
téxtil, papel, até a producdo de biocombustivel. Entre as hidrolases, as amilases
representam cerca de 25% do mercado mundial de enzimas industriais. Na area
alimenticia ¢é incluida no pdo a fim de melhorar a textura, gosto, coloracdo e
validade do produto. Podem ser empregadas no clareamento de cervejas e sucos,
assim como, no incremento da digestibilidade de ra¢des para animais. A produgao
de papel e tecidos faz uso de amilases durante a degomagem destes produtos, ou
ainda sdo empregados em detergentes como removedores de amido. Além destes,
hoje, um dos grandes consumidores de amilases é a industria produtora de etanol
a partir de milho, a qual a emprega durante o processo de sacarificacdo do amido.
A fim de obter moléculas mais adaptadas as variadas aplica¢des industriais sdo
realizados programas de prospeccdo. Porexemplo, aindustria de detergentes, busca
por amilases com atividade étima em pH alcalino e temperaturas mais baixas, além
de estabilidade oxidativa. Também s3o valorizadas amilases capazes de sacarificar
o amido em temperaturas amenas, o que reduziria o custo e o impacto ambiental
do processo. Neste contexto, foram descritas enzimas psicréfilas marinhas, como a
a-amilase de Pseudoalteromonas haloplanktis que apresenta 80% a 10°C (SRIMATHI
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et al., 2007). Também a a-amilase de Zunongwangia profunda apresentou-se
adaptada as condi¢es de baixa temperatura e elevada salinidade. No outro
extremo, também ja foram descritas amilases termofilicas. Como exemplo, a
bactéria Staphylothermus marinus isolada a partir de uma fossa hidrotermal do
Pacifico, produz uma amilopululanase ativa sobre pululana e ciclodextrina a
105°C (LI; LI; PARK, 2013). Além desta, uma a-amylase com temperatura étima de
atividade a 110°C é produzida por linhagem de Bacillus isolado de salina marinha.
Exemplos de enzimas tolerantes a salinidade e temperatura incluem a a-amylase
de Halomonas sp. AAD21 (UZYOL et al., 2012) e Holoarcula sp. S-1.Portanto, conclui-
se que o ambiente marinho é uma excelente opcdo para a prospecgdo de amilases
ativas em condic¢des extremas.

Micro-organismos eucariotos também ja foram descritos como amiloliticos
(BONUGLI-SANTOS et al., 2015). Como exemplo, a levedura marinha Aureobasidium
pullulans N13d, isolada das profundezas do oceano Pacifico, produz glucoamylase com
atividade 6tima a 60°C e pH 4,5. Além desta, o fungo filamentoso Mucor sp., isolado
de uma esponja marinha produziu amilase ativa a 60°C/pH 5. No que se refere aos
estudos independentes de cultivo, a partir de uma biblioteca metagendmica funcional
de sedimento do oceano profundo (1.180 m) da peninsula Shimokita (Jap&o), foram
descritas 212 diferentes a-amilases. Dentre os produtos comercializados, hoje existem
duas amilases prospectadas a partir de metagenomas de oceano profundo. Uma delas
¢ a Ultra-Thin®, uma a-amilase com atividade 6tima a 105°C e pH 4,5, aplicada para
a producdo de xaropes de glicose e de bioetanol. A outra é a Fuelzyme® (Empresa
Verenium), uma a-amilase hipertermofilica ativa a 85-91°C e pH 5,0-5,4 isolada a partir
de amostra associada a fonte hidrotermal.

10.4.10 Celulases

As celulases sdo enzimas que constituem um complexo capaz de atuar sobre
materiais celuldsicos, promovendo sua hidrdlise. Pertencem a este grupo as enzimas
endoglucanases (EC 3.2.1.4), exoglucanases (EC 3.2.1.91) e beta B-glucosidases (EC
3.2.1.21). Estas sdo biocatalisadoras altamente especificas que atuam em sinergia
para a liberagdo de aclcares, dos quais a glicose é o que desperta maior interesse
industrial. Sua versatilidade é observada na diversidade de aplicagdes. Como
exemplos, na industria alimenticia sdo utilizadas na panificacdo, conferindo-lhes
melhor textura, qualidade e vida (til aos pdes. Assim como, atuam no processo
de extracdo e clarificagdo de sucos juntamente com as pectinases. Na indUstria
de papel e celulose, atuam com hemicelulasee endoxilanase no processo de
branqueamento do papel. Na indUGstria téxtil, as celulases atuam hidrolisando
pequenas fibras da superficie do tecido (biostonewashing), fazendo com que ocorra
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a perda do indigo. Também sdo usadas no biopolimento que consiste no corte das
microfibrilas presentes na superficie do tecido, tornando-o mais liso e agradavel.
Ainda apresentam grande potencial na sacarificacdo de residuos celuldsicos para
producdo de etanol de segunda geracdo. Este processo é de grande relevancia, uma
vez que constitui uma alternativa renovavel de combustivel.

Devido as condicbes extremas de pH, temperatura, inibidores e especificidade
com que os processos industriais sdo conduzidos, é fundamental que as enzimas
utilizadas sejam resistentes a essas condicoes. Assim, existe demanda por novas fontes
de enzimas capazes de melhorar os processos industriais. Neste contexto, a prospeccao
no ambiente marinho pode permitir acesso a moléculas diferenciadas mais tolerantes
as condi¢Bes industriais.

No ambiente marinho as fontes de celulose podem ser oriundas da parede
celular de macroalgas, microalgas, tunicados e do ambiente terrestre. A produgdo
de celulasesjafoirelatada emvarias bactérias de profundidade incluindo os géneros
Pseudoalteromonas e Bacillus. Por exemplo, Bacillus stratosphericus isolado de
sedimentos (5.000 m) do Atlantico Sul apresentou atividade de endoglucanase,
xilanase e lipase, sendo os genes clonados/expressos ativamente em E. coli (LIMA
et al., 2013). Também a partir da bactéria Thermotoga maritima, a qual foi isolada
de uma fossa termal, foram clonadas beta-glucosidases e xilanases (atua sobre
hemicelulose) (GOYAL; SELVAKUMAR; HAYASHI, 2001). A partir da bactéria de
profundidade Kocuria sp. também foi clonada uma endoxilanase com atividade
6tima a 55°C. Assim como para as demais enzimas apresentadas, programas
de prospeccdo metagendmica também foram conduzidos com celulases. Como
exemplo do sucesso, ja foi descrito por mais de um grupo de pesquisa, a clonagem
de beta-glucosidase a partir de biblioteca metagendmica funcional. Assim como,
uma xilanase ja foi alvo desta mesma estratégia de prospecgdo. No que se refere
aos fungos (BONUGLI-SANTOS et al., 2015), podemos mencionar endoglucanases
ativas a baixa temperatura produzidas por fungos associados a esponja marinha
Haliclona simulans. Ou ainda Penicillium canescens de origem marinha préximo ao
Japdo, produtor de B-glucosidase ativa em pH 4,5.

10.4.11 Biorremediagao

Abiorremediacdo é um conjunto de técnicas nas quais organismos sdo utilizados
para a remocdo de contaminantes do ambiente. Apesar de esta defini¢do incluir
qualquer contaminante, na biorremediacdo os contaminantes de maior risco ou
toxicidade sdao normalmente alvejados. Os organismos envolvidos incluem micro-
organismos e plantas.
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Para a remoc¢do dos contaminantes organicos, os micro-organismos utilizam
0 composto como fonte de carbono e energia, como no caso de hidrocarbonetos de
petréleo, ou como aceptores de elétrons, como em muitos organoclorados. As vezes
o contaminante ndo é diretamente metabolizado pelo micro-organismos. Nestes
casos, enzimas com certa inespecificidade, produzidas para o metabolismo de um
determinado substrato, atuam na molécula contaminante de maneira fortuita, em um
processo denominado de cometabolismo. Busca-se na biorremediacdo a conversao
das moléculas toxicas em substancias indcuas como H,0O e CO,, apesar de nem sempre
isto ser possivel.

Em se tratando de contaminantes inorganicos como os metais, o processo de
biorremediacdo baseia-se em algum mecanismo de resisténcia natural do micro-
organismos (Figura 3). Estes mecanismos incluem reac¢des de oxidacdo, de reducao,
a quelacdo do elemento, o acumulo intracelular e extracelular e a volatilizacdo. Em
todos os casos, as moléculas tdxicas ndo sdo destruidas e sim convertidas em outras
menos tdxicas ou menos disponiveis biologicamente. Entre os organismos marinhos,
estudados em relacdo com a resisténcia e remocdo de metais podem ser destacados os
géneros Vibrio, Rhodobium e Rhodobacter (DASH et al., 2013).

Volatilizagéo

0
Metal Hg

Acumulo extracelular

Hg <— Hg(ll)
E ey

Actmulo intracelular

Quelagao

SeQ,” Se0,” Fe* Fe*
Redugéao Oxidagao

Figura 3 - Mecanismos microbianos de resisténcia aos metais, que podem ser Uteis em processos
de biorremediacao.

Fonte: Os autores.
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A maior parte da pesquisa em biorremediacdo de ambientes marinhos
é focada em derrames de petréleo. Duas técnicas tém sido aplicadas nestas
situagBes, a bioaumentacdo e a bioestimulagdo. A bioaumentacdo é definida como
a introducao de micro-organismos degradadores em um ambiente contaminado,
com a finalidade de promover a destruicdo dos poluentes presentes. Na
bioestimula¢do, por outro lado, é feita a adi¢cdo de nutrientes e outras moléculas,
com o objetivo de estimular a biodegradagao pela microbiota nativa (ALVAREZ;
ILLMAN, 2006). De maneira geral, a bioaumentacdo é recomendada para locais
que ndo apresentam os organismos necessarios ao processo de biorremediacao,
enquanto que a bioestimulagdo é usada para suprimir demandas nutricionais da
populacdo de micro-organismos degradadores ja presentes nos locais. Ambas as
técnicas podem ser combinadas com outras estratégias de remediacdo como, por
exemplo, o uso de barreiras de contencao.

Entre estas duas técnicas, a bioestimulagdo parece ser a de melhor aplicagdo
no ambiente marinho. Primeiramente, organismos selecionados em laboratério
e reintroduzidos em um local contaminado normalmente nao apresentam alta
sobrevivéncia, sendo eliminados pelos organismos nativos mais competitivos.
Além disso, os micro-organismos degradadores parecem ser comuns no ambiente
marinho, tornando desnecesséria a introducdo de organismos selecionados em
laboratdrio. Finalmente, nutrientes como o nitrogénio parecem ser os fatores
limitantes de muitas populaces naturais de organismos degradadores, e basta
sua introduc¢do para estimular esta microbiota e acelerar o processo de remocao
dos contaminantes. Isto foi demonstrado nos esforcos de recuperagdo de praias
contaminadas com petréleo apds o derrame do Exxon Valdez no Alaska, em 1989
(FUENTES et al., 2014).

O comportamento de uma comunidade microbiana durante um processo de
recuperacdo ambiental é um aspecto frequentemente levantado em relagdo com o uso
de técnicas de biorremediacdo. Diversos géneros de bactérias marinhas sdo relatados
como biodegradadores de hidrocarbonetos de petrdleo. Entre estes se destacam os
organismos ditos hidrocarbonoclasticos obrigatérios, isto €, que crescem apenas a
partir de poucos tipos de hidrocarbonetos. Estes organismos, que incluem Alcanivorax
borkumensis, Oleiphilus messinensis, Oleispira antarctica e Thalassolituus oleivorans
(YAKIMOV; TIMMIS; GOLYSHIN, 2007), sdo normalmente pouco abundantes em
ambientes marinhos ndo contaminados mas, como esperado, seu nimero é maior em
locais contendo hidrocarbonetos. Durante as aplicacdes de nutrientes em processos
de bioestimulacdo, a populacao de organismos degradadores aumenta de maneira
significativa, retornando posteriormente as suas concentracdes normais (Figura 4)
(FUENTES et al., 2014).
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10.5 Bioativos e outras moléculas microbianas

Os micro-organismos marinhos tém sido investigados como novas fontes
de diversos tipos de biomoléculas. Estas incluem antibidticos, sideréforos, anti-
incrustantes e polimeros diversos como os poli-hidroxialcanoatos. Grande parte
das moléculas bioativas descritas deriva de micro-organismos endossimbiontes ou
associados a invertebrados, incluindo esponjas, moluscos e briozoarios.
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Figura4-Variagdo temporal na propor¢do do género Alcanivorax em agua marinha suplementada
com petréleo.

Fonte: Harayama et al. (1999).

10.5.1 Antibidticos

Os antibidticos sdo moléculas produzidas por micro-organismos, que inibem
outros micro-organismos. O primeiro antibidtico descrito ha quase cem anos, a
penicilina, foi originalmente obtido de fungos do género Penicillium, de origem
terrestre, assim como varios antibidticos isolados posteriormente, incluindo aqueles
originados de bactérias do género Streptomyces. Como produto da descoberta dos
antibidticos, o homem pode controlar e tratar de maneira mais eficaz as suas proprias
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doencas infecciosas e de animais. Entretanto, o uso incorreto e indiscriminado dos
antibidticos provocou a selegdo e disseminacdo de organismos resistentes. Por causa
disso, tem sido constante a busca de novos compostos com atividade antimicrobiana,
em ambientes até entdo ndo explorados ou pouco conhecidos.

Tem-se estudado cada vez mais a atividade antimicrobiana em micro-
organismos de origem marinha. Estima-se que as linhagens microbianas marinhas
apresentam frequéncias de producdo de antibidticos comparaveis as dos fungos e
bactérias terrestres (SPONGA et al., 1999). Em organismos marinhos, assim como
nos de outros ambientes, os antibiéticos podem ser importantes mediadores da
competicdo por nutrientes e outros recursos, tanto na coluna d’agua, quanto nos
sedimentos.

10.5.2 Inibidores de quorum sensing

O quorum sensing é um mecanismo de controle da expressdo génica pela
densidade celular. Neste mecanismo os micro-organismos produzem, durante o
crescimento celular, moléculas denominadas de autoindutores. Com o aumento
da populacdo microbiana, a medida que os autoindutores se difundem para fora
da célula, a concentracdo destas moléculas aumenta. Quando a concentracdo
ultrapassa um limiar, a expressao de genes, envolvidos em processos importantes
em situacBes de alta densidade celular, é ativada. Estes processos incluem a
bioluminescéncia, a producdo de fatores de viruléncia e a formacao de biofilmes.
Os tipos de autoindutores variam dependendo do tipo de bactéria. Em bactérias
Gram-negativas sdo sintetizadas moléculas do tipo lactonas acil-homoserinas,
enquanto que em Gram-positivas sdo produzidos peptideos de baixo peso
molecular. De maneira geral, o quorum sensing pode ser visto como um mecanismo
de comunicacdo entre células.

A produgdo de moléculas que inibem o quorum sensing é um atributo de diversos
géneros de bactérias marinhas como, por exemplo, Oceanobacillus e Halomonas
(ROMERO et al., 2011), tendo sido relatada também em alguns géneros de fungos
como Sarocladium, Fusarium, Epiceccum e Khiska (MARTIN-RODRIGUEZ et al., 2014). Os
mecanismos de a¢do destas moléculas antagonistas incluem a ligagdo a receptores de
autoindutores e a producao de enzimas que degradam as lactonas acil-homoserinas.
Estas enzimas sdo de ao menos trés tipos (CZAJKOWSKI; JAFRA, 2009): (1) lactonases,
que hidrolisam o anel lactona nas lactonas acil-homoserinas; (2) acilases ou amidases,
que liberam uma homoserina lactona livre de seu acido graxo; (3) oxidorredutases, que
reduzem as lactonas acil-homoserinas em seus derivados 3-hidroxi. A maioria destas
enzimas apresenta atividade intracelular. As moléculas que se ligam aos receptores
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imitam a estrutura dos autoindutores, mas ndo apresentam a mesma atividade
bioldgica.

A inibicao do quorum sensing foi apontada como importante na manutencao da
homeostase do ecossistema intestinal de organismos aquaticos produzidos para fins
comerciais, por inibir a viruléncia de patégenos como Edwardsiella tarda e dos géneros
Aeromonas e Vibrio (ZHANG et al., 2015). Além disso, pela sua atuagdo no controle
de biofilmes (SALINI et al., 2015), os inibidores de quorum sensing foram indicados
para o controle de problemas associados a estes tipos de comunidades, incluindo
as bioincrusta¢cdes marinhas. O processo de bioincrusta¢ado se inicia com a adsorcao
de matéria orgdnica a uma superficie, e tem continuidade com o estabelecimento de
um biofilme bacteriano, que envolve a comunicacgo entre células através do quorum
sensing. Uma vez estabelecido, o biofilme permite o assentamento de organismos
maiores como algas e cracas (HOLMSTROM et al, 2005). Portanto, por interromper o
quorum sensing, os inibidores deste processo impedem a formacdo de biofilmes,
impedindo o estabelecimento de organismos incrustantes.

10.5.3 Sideroforos

O ferro é um dos elementos mais abundantes no nosso planeta, sendo necessario
para o crescimento da maioria dos seres vivos. Apesar disto, na presenca de oxigénio,
o ferro encontra-se na forma de ion férrico, pouco soltvel e normalmente de dificil
absorcao pelos micro-organismos. Portanto, para adquirir este nutriente, os micro-
organismos sintetizam quelantes de alta afinidade pelo ferro, denominados de
sideréforos. Especula-se que a maioria das bactérias aerdbias ou facultativas produza
ao menos um tipo de sideréforo (VRASPIR; BUTLER, 2009).

Os siderdforos podem ser distinguidos em fungdo dos grupos funcionais
que quelam o ferro (Figura 5). Catecdis, hidroxamatos e acidos carboxilicos estdo
frequentemente presentes na estrutura de sideréforos. Varios géneros de fungos e
bactérias marinhas foram estudados em relagdo a producdo de sideréforos, incluindo
os géneros de Penicillium, Cunninghamella, Vibrio, Marinobacter, Halomonas e
Synechococcus. Sider6foros contendo hidroxamatos e acidos carboxilicos parecem
ser os mais comuns entre as bactérias e fungos de origem marinha (HOLINSWORTH;
MARTIN, 2009; VRASPIR; BUTLER, 2009).

Varias aplicacdes biotecnoldgicas foram sugeridas ou associadas aos sideréforos.
A remocao do excesso de ferro no sangue, associado ao tratamento da talassemia,
pode ser realizada através do uso de um siderdforo de Streptomyces pilosus. Em
Marinobacter hydrocarbonoclasticus, a producdo de sideréforos tem sido relacionada
com a capacidade de degradar hidrocarbonetos, por atender a demanda desta bactéria
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por ferro. Os siderdforos também podem estar envolvidos com a inibicdo de patdgenos
de peixes, geralmente do género Vibrio, sendo esta uma aplicacdo na maricultura.
Finalmente, por serem capazes de quelar metais tdxicos, tornando-os, nestes casos,
ndo biodisponiveis, os sideréforos também podem ser utilizados em processos
microbianos de biorremediacado (LI; CHI, 2004).
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Figura 5 - Exemplos de sideréforos produzidos por bactérias marinhas do género Vibrio
(VRASPIR; BUTLER, 2009). A anguibactina é um sideréforo contendo o grupo catecol (em
amarelo), produzido por Vibrio anguillarium, enquanto que a aerobactina é produzida por Vibrio
sp. DS40M5, entre outras bactérias, e contém ambos hidroxamatos (na parte direita da molécula)
e acidos carboxilicos (neste caso o citrato, na parte esquerda da molécula).

Fonte: Vraspir e Butler (2009).

10.5.4 Bioplasticos

Os materiais plasticos fabricados a partir dos derivados do petrdleo apresentam
diversas caracteristicas (moldagem, durabilidade etc) que favoreceram seu amplo
emprego. Entretanto, tornou-se um problema ambiental pelo acimulo e por ser de
origem ndo renovavel. Entre as estratégias para sua substituicdo ou reducdo, encontra-
se o emprego de biopolimeros biodegradaveis. Dentre os biopolimeros disponiveis,
destacam-se os poli-hidroxialcanoatos (PHA), em funcdo das caracteristicas de
biodegradabilidade, biocompatibilidade, possibilidade de produgdo a partir de
recursos renovaveis e das propriedades fisicas similares aos polimeros petroquimicos.
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Desta forma, podem ser empregados na area médica para confeccdo de materiais
osteossintéticos e de suturas cirtrgicas. Também sdo incluidos em produtos
farmacéuticos para liberagdo lenta de drogas e hormonios. Assim como, adicionado na
composic¢do de fraldas, sacolas, produtos de higiene e embalagens.

Os PHAs sdo sintetizados por micro-organismos procariontes como reserva
de carbono e energia. Sdo acumulados na forma de grénulos localizados no interior
das células, podendo representar até 80% da massa seca total da célula. Apesar
de a produgdo ser renovavel, o processo é ainda quatro vezes mais caro do que o
convencional - petroquimico. A fim de reduzir os custos sdo implementadas diferentes
estratégias, tais como: busca por novas espécies produtoras, desenvolvimento de
linhagens recombinantes, emprego de meio de cultivo de baixo custo, melhorias
no processo fermentativo e de recuperacdo do produto. Nesse contexto, apesar da
existéncia de bactérias reconhecidamente produtoras de PHA, como Cupriavidus
necator, Alcaligenes latus e Azobacter vinelandii, o uso de outros organismos capazes
de utilizar substratos de baixo custo e/ou residuais assumem grande importancia.

O ambiente marinho também tem sido utilizado para a prospeccdo de micro-
organismos produtores de PHA. Por exemplo, verificou-se grande potencial do
organismo Halomonas hydrothermalis,capazdeacumular75,8%de P(3HB) de suamassa
utilizando o glicerol residual como substrato (SHRIVASTAV et al., 2010). Além do alto
contelido de biopolimero alcancado pelas bactérias marinhas, ha oportunidades para
a reducdo dos custos de produgdo do PHA. Uma vez que estas toleram alta salinidade,
assim, cultivos ndo estéreis em agua salgada, reduziriam organismos ndo haldfilos
competidores. Neste contexto, trabalhos com Halomonas foram conduzidos com éxito
paraaproducdo de PHA. Outro ponto interessante é a utilizacdo da dgua do mar no meio
de cultura, suplementado com residuos da agroindUstria e de alimentos, viabilizaram a
producao por Bacillus megaterium SRKP-3. Por exemplo, H. hydrothermalis foi descrita
como capaz de produzir 53,6% (g/g) de P(3HB), quando cultivado em meio contendo
agua do mar acrescido de glicerol (5%) residual da producdo de biodiesel (TAKAHASHI,
2012). Portanto, evidencia-se que o ambiente marinho é um 6timo reservatério também
para a busca de bactérias produtoras de biopolimeros.

10.6 Conclusoes

Assim, neste capitulo foram apresentados alguns dos potenciais biotecnoldgicos
descritos em micro-organismos marinhos, incluindo metodologias tradicionais e mais
modernas para sua prospeccao. E evidente que os ambientes marinhos oferecem uma
variedade de possibilidades em relagdo a biotecnologia microbiana e que muito ainda
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permanece a ser descrito e explorado, especialmente em locais de mais dificil acesso,
como os ecossistemas oceanicos e profundos.

Referéncias

ALVAREZ, P. J. J.; ILLMAN, W. Bioremediation technologies. In: ALVAREZ, P. J. J.;
ILLMAN, W. Bioremediation and Natural Attenuation: process fundamentals and
mathematical models. New Jersey: John Wiley, 2006. p. 351-455.

BCC RESEARCH. Global markets for enzymes in industrial applications, report
BIO030H. BCC Research Biotechnology. Massachusetts, 2014.

BONUGLI-SANTOS, R. C. et al. Marine-derived fungi: diversity of enzymes and
biotechnological applications. Frontiers in Microbiology, Lausanne, v. 6, p. 269, 2015.

CZAJKOWSKI, R.; JAFRA, S. Quenching of acyl-homoserine lactone-dependent quorum
sensing by enzymatic disruption of signal molecules. Acta Biochimica Polonica,
Warszawa, v. 56, no. 1, p. 1-16, 2009.

DALMASO, G. Z.; FERREIRA, D.; VERMELHO, A. B. Marine extremophiles: a source of
hydrolases for biotechnological applications. Marine Drugs, Basel, v. 13, no. 4, p.
1925-1965, 2015.

DASH, H. R. et al. Marine bacteria: potential candidates for enhanced bioremediation.
Applied Microbiology and Biotechnology, Berlin, v. 97, no. 2, p. 561-571, 2013.

FU, C. et al. Molecular cloning and characterization of a new cold-active esterase from
a deep-sea metagenomic library. Applied Microbiology and Biotechnology, Berlin, v.
90, no. 3, p. 961-970, 2011.

FUENTES, S. et al. Bioremediation of petroleum hydrocarbons: catabolic genes,
microbial communities, and applications. Applied Microbiology and Biotechnology,
Berlin, v. 98, no. 11, p. 4781-4794, 2014,

FUJITA, M. J. et al. Cloning and heterologous expression of the vibrioferrin
biosynthetic gene cluster from a marine metagenomic library. Bioscience,
Biotechnology, and Biochemistry, Tokyo, v. 75, no. 12, p. 2283-2287, 2011.

238



X BIOTECNOLOGIA MICROBIANA MARINHA

GOYAL, K.; SELVAKUMAR, P.; HAYASHI, K. Characterization of a thermostable beta-
glucosidase (BglB) from Thermotoga maritima showing transglycosylation activity.
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, Amsterdam, v. 15, no. 1-3, p. 45-53,
2001.

HARAYAMA, S. et al. Petroleum biodegradation in marine environments. Journal
of Molecular Microbiology and Biotechnology, Basel, v. 1, no. 1, p. 63-70, 1999.

HESS, M. et al. Metagenomic discovery of biomass-degrading genes and
genomes from cow rumen. Science, Washington, D.C., v. 331, no. 6016, p. 463-
467,2011.

HOLINSWORTH, B.; MARTIN, J. D. Siderophore production by marine-derived fungi.
Biometals, Dordrecht, v. 22, no. 4, p. 625-632, 2009.

HOLMSTROM, C. et al. Bacterial interactions with marine fouling organisms. In: EVANS,
L.V. (Ed.). Biofilms: recent advances in their study and control. Amsterdam: Harwood
Academic, 2005. p. 104-119.

HOTTA, Y. et al. Extremely stable and versatile carboxylesterase from a
hyperthermophilic archaeon. Applied and Environmental Microbiology,
Washington, D.C., v. 68, no. 8, p. 3925-3931, 2002.

JOINT, I.; MUHLING, M.; QUERELLOU, J. Culturing marine bacteria - an essential
prerequisite for biodiscovery. Microbial Biotechnology, New Jersey, v. 3, no. 5, p. 564-
575, 2010.

LEE, H. S. et al. Approaches for novel enzyme discovery from marine environments.
Current Opinion in Biotechnology, Oxford, v. 21, no. 3, p. 353-357, 2010.

LI, J.; CHI, Z. Siderophores from marine microorganisms and their applications.
Journal of Ocean University of China (Oceanic and Coastal Sea Research), Beijing,
v. 3, no. |, p. 40-47,2004.

LI, X.; LI, D.; PARK, K.-H. An extremely thermostable amylopullulanase from
Staphylothermus marinus displays both pullulan- and cyclodextrin-degrading
activities. Applied Microbiology and Biotechnology, Washington, D.C., v. 97, no. 12,
p. 5359-5369, 2013.

239



BIOTECNOLOGIA MICROBIANA AMBIENTAL

LIMA, A. O. S. et al. Draft genome sequence of Bacillus stratosphericus LAMA 585,
isolated from the atlantic deep sea. Genome Announcements, Washington, D.C., v. 1,
no. 3, p. €00204-13, 2013.

MARTIN-RODRIGUEZ, A. J. et al. Inhibition of bacterial quorum sensing by extracts
from aquatic fungi: first report from marine endophytes. Marine Drugs, Basel, v. 12,
no. 11, p. 5503-5526, 2014.

MILSHTEYN, A.; SCHNEIDER, J. S.; BRADY, S. F. Mining the metabolome: identifying
novel natural products from microbial communities. Chemistry & Biology,
Cambridge, v. 21, no. 9, p. 1211-123, 2014.

PARK, H.-J. et al. Functional expression and refolding of new alkaline esterase,
EM2L8 from deep-sea sediment metagenome. Protein Expression and Purification,
Orlando, v. 52, no. 2, p. 340-347, 2007.

PETTIT, R. K. Culturability and secondary metabolite diversity of extreme microbes:
expanding contribution of deep sea and deep-sea vent microbes to natural product
discovery. Marine Biotechnology, Berlin, v. 13, no. 1, p. 1-11,2011.

PRIETO-DAVO, A. et al. Targeted search for actinomycetes from nearshore and deep-
sea marine sediments. FEMS Microbiology Ecology, Oxford, v. 84, no. 3, p. 510-518,
2013.

ROMERO, M. et al. Quorum quenching in cultivable bacteria from dense marine coastal
microbial communities. FEMS Microbiology Ecology, Oxford, v. 75, no. 2, p. 205-217,
2011.

RYU, H. S. et al. New cold-adapted lipase from Photobacterium lipolyticum sp. nov.
that is closely related to filamentous fungal lipases. Applied Microbiology and
Biotechnology, Berlin, v. 70, no. 3, p. 321-326, 2006.

SABREE, Z. L. et al. Metagenomics. In: SCHAECHTER, M. Encyclopedia of
microbiology. 3rd ed. Oxford: Academic Press, 2009. p. 622-632.

SALINI, R. et al. Inhibition of quorum sensing mediated biofilm development and
virulence in uropathogens by Hyptis suaveolens. Antonie van Leeuwenhoek,
Dordrecht, v. 107, no. 4, p. 1095-1106, 2015.

240



X BIOTECNOLOGIA MICROBIANA MARINHA

SHRIVASTAY, A. et al. Isolation of promising bacterial strains from soil and marine
environment for polyhydroxyalkanoates (PHAs) production utilizing Jatropha
biodiesel byproduct. International Journal of Biological Macromolecules, New
York, v. 47, no. 2, p. 283-287, 2010.

SPONGA, F. et al. Biodiversity and potentials of marine-derived microorganisms.
Journal of Biotechnology, New York, v. 70, n. 1-3, p. 65-69, 1999.

SRIMATHI, S. et al. Intrinsic halotolerance of the psychrophilic alpha-amylase from
Pseudoalteromonas haloplanktis. Extremophiles, Berlin, v. 11, no. 3, p. 505-515, 2007.

TAKAHASHI, R. Y. U. Bioprospecgio de bactérias marinhas para a producdo

de polihidroxialcanoatos. 2012. 77 f. Dissertacdo (Mestrado)-Programa de Pds-
Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia Ambiental, Universidade do Vale do Itajai, Itajai,
2012.

UZYOL, K. S. et al. Thermostable a-amylase from moderately halophilic Halomonas sp.
AAD21. Turkish Journal of Biology, Ankara, v. 36, p. 327-338, 2012.

VRASPIR, J. M.; BUTLER, A. Chemistry of marine ligands and siderophores. Annual
Review of Marine Science, Palo Alto, v. 1, no. 1, p. 43-63, 2009.

WOODHOUSE, J. N. et al. Deep sequencing of non-ribosomal peptide synthetases and
polyketide synthases from the microbiomes of Australian marine sponges. The ISME
Journal, London, v. 7, no. 9, p. 1842-1851, 2013.

YAKIMOV, M.; TIMMIS, K. N.; GOLYSHIN, P. N. Obligate oil-degrading marine bacteria.
Current Opinion in Biotechnology, Oxford, v. 18, no. 3, p. 257-266, 2007.

ZHANG, Y. et al. Genome analysis of Flaviramulus ichthyoenteri Th78T in the family
Flavobacteriaceae: insights into its quorum quenching property and potential roles in
fish intestine. BMC Genomics, London, v. 16, no. 1, p. 38-48, 2015.

ZHANG, Y.; ZHAO, J.; ZENG, R. Expression and characterization of a novel mesophilic
protease from metagenomic library derived from Antarctic coastal sediment.
Extremophiles, Berlin, v. 15, no. 1, p. 23-29, 2011.

ZHU, Y. et al. Characterization of a new and thermostable esterase from a
metagenomic library. Microbiological Research, Jena, v. 168, no. 9, p. 589-597, 2013.

241






CAPITULO XI

Virus benéficos em biotecnologia: aplica¢des
dos virus em biotecnologia

Jodo Lucio Azevedo

11.1 Introducao

Apalavravirustem suaorigem emveneno ou mesmo toxina. Foi primeiramente
usada por Beijerinck no final do século XIX, para designar um agente responsavel
por certa doenca vegetal em plantas de tabaco cuja causa ndo estava relacionada
com qualquer micro-organismo detectado na época. Nota-se logo de inicio que os
virus eram, e, até hoje, sdo vistos como danosos prejudiciais causando problemas
para a salde humana, animal e vegetal. Os virus podem ser definidos como
elementos genéticos contendo acidos nucleicos (acido desoxirribonucleico - DNA)
ou acido ribonucleico (RNA) e sempre sua multiplicacdo ocorre no interior de
células, embora possam possuir um estado extracelular. Multiplicando-se dentro
de células, em grande nimero dos casos, eles podem danificar e destruir estas
células que os hospedam, sejam elas de animais, vegetais ou de micro-organismos.
No entanto, nem sempre ¢ isto que ocorre; algumas células sdo beneficiadas pela
presenca dos virus. Em outros casos embora destruindo células de plantas, animais
ou micro-organismos, eles favorecem do ponto de vista biotecnoldgico o controle
de pragas e moléstias vegetais, isto sem falar no uso de vacinas animais e humanas
contra graves doencas. Sdo estes alguns pontos a serem apresentados no presente
capitulo, resgatando a imagem positiva dos virus, tdo condenados pela maioria
dos habitantes de nosso planeta. Eles sdo também importantes para estudos de
genética microbiana e na tecnologia do DNA recombinante ou engenharia genética,
como pode ser visto no presente capitulo e por publica¢des em artigos cientificos,
revisOes e livros texto que se ocupam dos virus, alguns dos quais serdo citados no
decorrer deste capitulo.
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11.2 Virus: historico

Os micro-organismos, como as bactérias e outros seres microscopicos sé
foram melhor conhecidos, entendidos e estudados depois da inveng¢dao de um
microscépio, idealizado por Leeuwenhoeck na segunda metade do século XVII que
foi usado para observar e descrever bactérias e outros micro-organismos até entdo
desconhecidos. Narealidade o microscépio ético ou composto havia sido idealizado
pela primeira vez no final do século XVI pelos holandeses Hans Janssen e seu filho
Zacharias. Entretanto, eles ndo o utilizaram para examinar seres microscopicos.
Como os virus sdo bem menores que as bactérias e outros seres observados por
Leeuwenhoeck, eles permaneceram desconhecidos na época. No entanto, ja havia
relatos na literatura de que certos fendmenos descritos na literatura poderiam ser
devido ao que bem mais tarde foram explicados pela presenca de virus. E o caso
apresentado por Evelyn no seu livro Sylva, (1664 apud ALVES, 1998) verificou que
material triturado de insetos, atacados e mortos por algum fator desconhecido, se
fosse espalhado em florestas, causava a morte de insetos sadios, este é na realidade
um processo de controle bioldgico de pragas que atualmente pode ser explicado
como devido a virus que infectavam insetos mortos e que transmitidos aos sadios,
causavam também sua morte.

Na ultima década do século XIX, Dmitri Yvanovsky apresentou, pela primeira
vez, um trabalho na Academia de Ciéncias de Sdo Petersburgo (RUssia) associando
uma doenca do tabaco (Nicotiana tabacum) que era problema na Crimeia, cujo
agente causal era filtravel, isto é, ndo era retido por filtros que impediam a
passagem de bactérias. Este material filtrado continha algo que inoculado em
tabaco sadio, transmitir a doenca. Foi concluido, portanto, que o agente filtravel
devia ser menor do que bactérias tendo também na época sendo sugerida a
possivel presenca de uma toxina. Casos semelhantes foram também descritos
por outros pesquisadores. Relatos de doencas humanas e de animais domésticos
eram também descritos como transmitidas sem um agente causal detectavel.
Estes agentes foram denominados de infrabactérias por Pasteur. Ainda no final do
século XIX, Beijerinck descreveu a mixomatose, uma doenca em coelhos causados
por estes agentes filtraveis e, bem no inicio do século XX o norte-americano
Walter Reed isolou o que poderia ser o agente causal, ou seja, um virus da febre
amarela. Os bacteriéfagos, ou abreviadamente denominados de fagos, que sdo
virus que atacam bactérias destruindo (lisando) suas células hospedeiras, foram
descobertos por Twork em 1915 na Inglaterra e, independentemente, por D" Herelle
em 1917 conforme descrito por Azevedo (2008). Twort e também D Herelle
verificaram a presenca destes elementos filtraveis, por inoculagdo de um filtrado
apds eliminacdo de micro-organismos nao filtrdveis em uma cultura turva, repleta
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de bactérias que se tornava limpida por morte de lise destas bactérias. Também
por semeadura de bactérias em meio sélido, e posterior inoculacdo de filtrados
diluidos, contendo possiveis virus, detectaram as denominadas ‘placas de lise’ cuja
aparéncia esta apresentada na Figura 1. Entretanto, os virus sé foram visualizados
ap6s a descoberta e uso de microscopia eletronica de transmissdo que comegou
a ser introduzida em pesquisa com virus a partir dos anos 1930 a 1940 e cujos
equipamentos vém sendo constantemente aperfeicoados. Também na mesma
década iniciaram-se os experimentos mostrando serem os virus constituidos por
proteinas e acidos nucleicos e, pela primeira vez, Stanley, nos EUA, cristalizou um
virus, o denominado TMV (Tobaco mosaic virus) do mosaico do tabaco que, como ja
mencionado havia sido estudado por Beijerinck e por Yvanovsky.

(limpida e
pequena)

. grande) §

" e Ir+
(limpida e (turvae
grande) pequena)

Figura 1 - ‘Placas de lise’ de virus em placas de Petri com bactérias. Gene h+ placa limpida: h-
placa turva. Gene r+placa pequena: r- placa grande.

Fonte: llustragdo de Sarina Tsui - Esalq/USP.

11.3 Multiplicag¢do, classificacdo e formas dos virus

Os processos de multiplicagdo dos virus envolvem modificagcbes do metabolismo
das células que os albergam, ou seja, suas células hospedeiras. No estado extracelular
eles sao metabolicamente inertes, mas no estado intracelular, podem se duplicar
muitas vezes utilizando os mecanismos das células hospedeiras para produzir mais
particulas de virus. Eles, em geral, possuem ou DNA ou RNA como material genético,
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mas alguns podem usar DNA e RNA em diferentes fases da duplicagdo, como os
denominados retrovirus. As particulas virais sdo, normalmente, muito pequenas, s6
observaveis através de microscopia eletronica de transmissdo, o que justifica a sua
descoberta, apenas mais recentemente quando comparado com micro-organismos
maiores como bactérias e fungos microscopicos, observaveis ao microscépio ético.
Também os virus como ndo possuem maquinario para multiplicagdo auténoma, sdo
considerados parasitas intracelulares obrigatdrios, o que ndo permite sua defini¢do
como seres vivos. Entretanto, a biologia deve ser entendida, como um todo, possuir
caracteristicas diversas das ciéncias exatas e, em termos evolutivos. Em biologia,
sempre existe um gradiente dentro dos diferentes sistemas e etapas biolégicas. E isto
que ocorre em biologia quando se estuda a separacao do inanimado em relacdo ao
animado ou a vida; neste particular os virus, independentemente de sua origem, que
ainda édiscutida, podem ser considerados o limite entre formas viventes e ndo viventes,
sendo dependentes de células vivas para reproduzirem-se. Eles sdo encontrados tanto
em eucariotos como em procariotos e arqueias, constituindo um grupo a parte nao
formando um reino, filos ou classes.

S3o considerados, por muitos autores, como pertencentes a ordem Virales,
famila Viridae, género Virus e a espécie é designada de acordo com suas células
hospedeiras; por exemplo, se um virus foi pela primeira vez descrito em certa
planta ele pode ser designado pela espécie da planta que o hospeda e pelo sintoma
que causa na planta; o mesmo ocorre se ele foi encontrado em uma célula animal
incluindo as células humanas. Os virus encontrados em fungos sdo denominados de
micovirus e os de bactérias, como ja mencionado sdo designados por bacteriéfagos
ou abreviadamente fagos. Também sdo classificados pelo seu acido nucleico
podendo ser virus de DNA de fita simples ou dupla (ssDNA e dsDNA) ou de RNA
(ssRNA e dsRNA) ou retrotransposons (ssRNA-RT e dsDNA-RT). Os virus variam em
tamanho, forma e composicdo quimica. O tamanho situa-se, desde 20 a 60 nm,
podendo chegar a 300 nm ou ainda maiores; recentemente foram descritos virus
enormes, os denominados gigantes como serd mencionado mais adiante neste
mesmo capitulo.

Nos virus, o acido nucleico fica rodeado por proteina e esta pode ser de apenas
um tipo em envoltério denominado de capsidio que pode conter subunidades,
denominadasdecapsémeros. Emmuitosvirus,certas proteinas,aschaperonas,auxiliam
a montagem das subunidades embora sem fazer parte dos virus. O conjunto capsidio
mais acido nucleico forma o nucleocapsidio que pode ser também envolvido por uma
membrana lipidica. Quanto a sua simetria, os virus podem ser bastonetes (helicoides),
por exemplo, o virus do mosaico do tabaco (TMV) ou esféricos (icosaédricos) como o
virus das verrugas humanas ou ainda no formato tipico encontrado nos bacteriéfagos.
Os principais formatos de virus estdo representados na Figura 2.
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Figura 2 - Diferentes formas de vitrus: a) icosaédrico sem envelope; b) icosaédrico envelopado; c)

helicoidal ndo envelopado; d) helicoidalo envolopado; e) bacteriéfago (fago) tipico.

Fonte: llustragdo de Sarina Tsui - Esalq/USP.
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Para sua reproducdo, os virus usam o maquinario das células hospedeiras
para duplicar o DNA ou RNA e montar as proteinas; detalhes desta reproducdo estdo
descritos em livros de virologia ou textos gerais de microbiologia e genética como
Madigan, Martinko e Parker (2000), Azevedo (2008) e Harper (2011).

11.4 Pontos positivos sobre os virus

A finalidade do presente capitulo ndo é descrever em detalhes as mais
distintas caracteristicas dos virus que, como ja mencionado, podem ser
encontradas em textos especializados. Vai-se procurar aqui, salientar os pontos
positivos dos virus, principalmente em relacdo aos aspectos ecoldgicos, protecdo
de plantas e animais e, para a salde humana e animal, bem como seu papel na
pesquisa, seu valor biotecnolédgico e sua importancia benéfica para a vida no
planeta Terra. Serdo destacados alguns dos muitos pontos positivos dos virus,
especialmente na agroinddstria, o que distingue esta breve revisdo da maioria
dos textos sobre virus que salientam suas caracteristicas prejudiciais, causadores
principalmente de doencas em plantas, animais domésticos e seres humanos.
Pode-se mesmo dizer que ha estimativas da presenca de milhares ou mesmo
milhdes de tipos de virus distintos, mas, mais de 90% deles sdo benéficos e
apenas uma pequena porcentagem causa maleficios. Dentre os diferentes efeitos
benéficos de virus, serdo mencionados processos em que os virus controlam
insetos-pragas da agricultura, doencas de plantas, sdo usados na producdo
de vacinas, na fagoterapia e enzibidticos, auxiliam a degradacdo de bactérias
marinhas, poluentes e mecanismos de controle de poluicdo e outros aspectos
ecoldgicoseatésuafungdo como vetorese auxiliadores das descobertas principais
da genética moderna e tecnologia do DNA recombinante, principalmente seu
papel no desenvolvimento de pesquisas genéticas e de biologia molecular entre
outras antes e ap0s as descobertas de Watson e Crick em 1953, sobre a natureza e
funcdo do material genético.

11.4.1 O papel dos virus na protecio de plantas

Os virus, embora muitos deles sejam prejudiciais aos vegetais causando doencas,
podem também atuar protegendo as plantas tanto selvagens como cultivadas, contra
doencas causadas por bactérias e fungos ou reduzindo os efeitos danosos causados nas
plantas por insetos, pragas da agricultura. Os virus podem atuar também protegendo
as plantas contra diferentes formas de estresse tais como o estresse hidrico (seca) ou
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alta umidade, temperaturas extremas entre outros fatores ambientais. No presente
capitulo vdo ser descritos os principais processos pelos quais os virus naturalmente ou
por acdo induzida, podem atuar favorecendo especialmente culturas de importancia
agricola.

11.4.2 Fatores de estresse

As plantas estdo constantemente sendo submetidas a fatores de estresse
especialmente climaticos e adversidades presentes no solo tais como pH,
inapropriado, compostos quimicos indesejaveis e outros, além de ataques de
patdgenos e pragas. E natural, portanto, que os vegetais possuam mecanismos de
defesa contra estes fatores de estresse. Em muitos casos existem micro-organismos
tais como bactérias e fungos endofiticos que protegem as plantas contra estes
fatores. Os micro-organismos endofiticos sdo aqueles que vivem pelo menos uma
parte de seu ciclo no interior de plantas, sem causar danos e inclusive podendo
favorecer seus hospedeiros. Tem sido recentemente constatado que em certas
plantas que vivem em solos de climas extremamente quentes e secos, s ha
crescimento satisfatério quando estas plantas sdo colonizadas, por exemplo, por
alguns tipos de fungos endofiticos. O que parecia ser uma simbiose entre plantas
e fungos benéficos foi reavaliada recentemente. Constatou-se que existem virus,
os denominados micovirus, no interior destes fungos. Quando estes micovirus sdo
eliminados do interior dos fungos que os albergam, cessa esta proteg¢dao contra
estresse climatico, mostrando que no caso, os micovirus tém papel fundamental
nesta protecao contra solos secos e temperaturas elevadas. Isto foi constatado em
plantas no Parque Nacional de Yellostone nos Estados Unidos. Da mesma maneira
foram identificados virus em beterraba que permitem a estes vegetais sobreviverem
a climas secos e frios. Mais um fator de estresse ¢ a alta salinidade dos solos a que
estdo submetidos os vegetais neste ambiente. No caso a tolerancia de plantas a
esta condicdo tem também sido constatada ser devida a fungos e possivelmente a
micovirus que ocupam o interior destes fungos. Estes e outros fatores de estresse
relacionados a protecdo de plantas influenciada por virus benéficos podem ser
encontrados em Rodrigues et al. (2008) e principalmente os descritos por Roossinck
(2012), Bao e Roossinck (2011).

11.4.3 Protecdo contra insetos-pragas

Ja foi mencionado na introducdo deste capitulo e bem descrito por Alves
(1998), em livro sobre controle microbiano de insetos, que uma das primeiras
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observagdes de John Evelyn, no século XVII, de que morte de insetos pragas em
florestas na Inglaterra era motivada por causas ndo bem elucidadas. Atualmente
presume-se que 0s virus possam ter sido responsaveis pela morte destes insetos e
hoje em dia, varios virus vém sendo empregados no controle biolégico de insetos
pragas da agricultura. Em diversos casos este controle é natural, ja existindo virus
que no interior de plantas, sem qualquer interferéncia humana, sdao capazes de
proteger seus hospedeiros. Por exemplo, foram encontrados virus tais como o ALPV
(Aphid paralysis virus) que ocorre naturalmente em certas plantas e protegem seus
hospedeiros contra pragas agricolas, especialmente afideos. Eles sdo capazes de
infectar e matar estas pragas de vegetais. Alguns destes virus sdo transmitidos por
sementes ou podem até ser incorporados a fungos funcionando como micovirus
(BAO; ROOSSINCK, 2011; ROOSSINCK, 2012).

Como técnica no controle de pragas, o biocontrole tem adquirido importancia
devido ao uso abusivo de produtos quimicos causando aumento de poluicdo, efeitos
toxicos e emergéncia de resisténcia genética dos insetos a estes produtos quimicos,
tornando muitas vezes o controle dispendioso, poluidor e ineficaz. Por outro lado,
alguns virus que atacam insetos e sdo in6cuos aos humanos e a vida selvagem
funcionam de maneira altamente conveniente e especifica como bioinseticidas.
Este é o caso dos baculovirus, que se tornam op¢des de valor (ALVES, 1998). Com
aprimoramento das formulacgGes e sua eficiéncia, atualmente existem excelentes
alternativas de controle bioldgico de certos insetos-pragas da agricultura, por
exemplo, da lagarta da soja, a Anticarsia gemmatalis e lagarta do cartucho do milho
(Spodoptera frugiperda) (CRUZ, 1999). A eficiéncia destes biocontroladores virais
tem sido também ampliada pelo uso de transgénicos gracas as tecnologias de
biologia molecular (SZEWCZYK et al., 2006).

0 baculovirus tem um nucleocapsidio em forma de bastdo e é recoberto por
uma membrana. Possuioclusdo cristalina (poliedro ou granulo) envolvendo o nticleo
capsidio. Ha dois tipos de baculovirus, o extracelular e o ocluso. O inseto atacado
pelo virus continua se alimentando até morrer. Hd uma procura pelo melhoramento
genético do virus e pela inclusdo de genes para aumentar sua eficiéncia. Pode-se
melhorar a viruléncia, a resisténcia dos virus a radiacdo solar sua granulometria,
molhabilidade etc. A técnica inicialmente desenvolvida pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria (Embrapa), em Londrina no Parana, foi e vem sendo usada
em todo pais, principalmente no controle da lagarta da soja, com alta eficiéncia.
Em Cascavel, Parana, ha producdo em larga escala do virus Gemmatalis multiple
nicleopolihedrose virus (AGHNPV) que produz material para inoculagdo de centenas
de milhares de lagartas por dia.

Além dos baculovirus, outros tipos de virus podem ser usados no controle de
insetos pragas. Alguns causam danos ndo s6 contra insetos, mas também em outros
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artrépodos e até em coelhos, usados no controle destes animais quando se tornam
problemas e multiplicam-se rapidamente e alimentam-se de culturas agricolas,
como sera visto mais adiante. Outro exemplo de virus de valor no biocontrole, além
dos baculovirus é o Orycetes rhinoceros virus, contra insetos do género Rhinoceros.
No entanto os inseticidas virais constituem apenas cerca de 2% do mercado em
comparagdo com produtos quimicos. Isto é devido a serem muito especificos o
que, embora representem vantagem ecoldgica por ndo eliminar insetos Uteis, por
exemplo, abelhas e bicho da seda, tem a desvantagem de produzir efeitos mais
demorados quando comparados com os produtos quimicos, custos altos, além de
serem muito sensiveis aos fatores ambientais, entre outros, a luz solar. Deve aqui
ser mencionado também que virus no interior de fungos (micovirus), de um lado
podem ser usados no controle de fitopatégenos, pois diminuem sua viruléncia
como sera visto no proximo item. Entretanto, quando estdo presentes em fungos
entomopatogénicos, que sdo utilizados no controle de insetos pragas, eles pode
prejudicar esse controle e nestes casos reduzem o controle biolégico de pragas
por fungos patdgenos de insetos. Por exemplo, Dalzoto et al. (2006) verificaram
que isolados do fungo Beauveria bassiana que é usado no controle bioldgico de
insetos, foram estudados para a presenca de micovirus sendo demonstrado que
dois isolados possuiam micovirus de dsRNA com cerca de 35 nm de didmetro. Por
parassexualidade ele foi transmitido para linhagens sem virus, demonstrando
transmissdo horizontal e vertical. O virus pode ser eliminado com o composto ciclo-
heximida. A viruléncia na comparacéo de linhagens isogénicas com e sem micovirus
revelou que a presenca de micovirus resultou em hipoviruléncia como ocorre
em patdgenos hipovirulentos de plantas (ver adiante). Entretanto, a eliminagdo
de micovirus pode ter valor, ao contrario do que ocorre em plantas, na ‘cura’ de
linhagens hipovirulentas tornando-as virulentas, o que seria uma vantagem no
controle bioldgico de insetos pragas da agricultura ou insetos vetores de doencas
animais e humanas. Em Euschistus heros (percevejo marrom, praga da soja), os
fungos com virus deram em média 28% de mortalidade, comparados com os sem
virus que causaram 60% de mortalidade, cinco dias apds sua inoculagdo (DALZOTO
et al., 2006).

Como ja mencionado, além de artrépodes os virus podem ser utilizados no
controle de animais que se tornam pestes agricolas, caso de alguns mamiferos. Um
exemplo de controle bioldgico por virus foi descrito na Australia quando coelhos
provenientes da Europa tornaram-se pragas, apés serem introduzidos no continente
em 1859. O Mixoma virus da familia Poxviridae produz mixomatose em coelhos e, este
tipo de biocontrole foi introduzido na Australia em 1950 e causou morte de mais de 85%
da populagdo de coelhos. Em 1957 ja 25% dos coelhos se tornaram resistentes ao virus
o que é um exemplo de coevolugdo. Também notou-se que estes virus que controlam
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coelhos podem ser transmitidos por certos insetos embora eles nao persistam muito
tempo nos mesmos.

Além de servirem no controle biolégico de varios insetos e outros tipos de pragas,
os virus especialmente o baculovirus, podem também ser usados como vetores para
terapia génica e producdo de vacinas como sera citado no item sobre este assunto mais
adiante neste mesmo capitulo.

11.4.4 Protecdo contra fitopatogenos

Os micro-organismos, entre eles as bactérias e, principalmente os fungos
fitopatogénicos, sdo altamente danosos para culturas agricolas. Como patégenos
de plantas eles causam prejuizos de alta monta com reducdo e até perda total
de grdos, frutas e hortalicas entre muitas outras culturas atacadas. Um ponto
interessante que tem sido verificado é que muitos fungos causadores de moléstias
em plantas possuem linhagens que tém no seu interior micovirus, ou seja, virus que
se multiplicam dentro dos fungos. Embora a maioria destes fungos seja criptica, ou
seja, ndo ocasionam qualquer diferenca fenotipica em relagdo a outras linhagens
da mesma espécie, que ndo possuem virus no seu interior, uma notavel diferenca
que pode existir na sua funcionabilidade é de que fungos com micovirus, em grande
parte dos casos, tem sua viruléncia atenuada sendo hipovirulentas portanto.
Assim, uma maneira idealizada para controlar fungos fitopatogénicos ¢ a busca de
linhagens hipovirulentas possuidoras de micovirus e que podem ocupar o mesmo
nicho nas plantas competindo com as virulentas, reduzindo os danos causados
pelas formas virulentas, altamente patogénicas. Possivelmente do ponto de vista
evolutivo é uma maneira de tanto fungos como plantas viverem em conjunto gracas
a uma atenuac¢do da mortalidade das plantas atacadas pelos fungos. Com esta
atenuagdo os fungos podem persistir dentro dos seus hospedeiros sem elimina-los,
com vantagem para fungos e plantas, com o auxilio dos virus.

Existem micovirus em muitas espécies de fungos fitopatogénicos. Em geral
eles sdo transmitidos durante a divisdo celular e também podem ser transmitidos
por protoplastos ou por parassexualidade isto é, por anastomose de hifas
de linhagens distintas em crescimento, mas, ndo apresentam transferéncia
extracelular (DALZOTO et al., 2006) A maioria dos micovirus tem dupla fita de
RNA (dsRNA) englobadas por particulas isométricas embora sejam também
encontrados micovirus ndo capsulados com RNA de fita simples (ssRNA) também
conferindo hipoviruléncia aos seus fungos hospedeiros. Uma revisdo sobre
virus encontrados em fungos fitopatogénicos a de Ghabrial e Suzuk (2009), na
qual sdo relatados varios casos de hipoviruléncia ocasionados por micovirus.
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Recentemente, virus de DNA de fita simples (ssDNA) foram encontrados em
Sclerotines scleotiorum conferindo hipovirulénciaem fungos (YU et al.,2010; JIANG
et al., 2013). Como ja pode ser deduzido, estes fungos portando micovirus sdo
usados no controle bioldgico dos fitopatégenos, descritos na revisdo de Pearson
et al. (2009). Ja foram relatadas mais de 80 espécies de micovirus pertencentes a
dez familias. Muitos outros exemplos de fungos portadores de micovirus e de seu
uso no controle bioldgico sdo encontrados nas revistas especializadas. Como ja
mencionado, a maioria dos micovirus é criptica, isto é, eles ndo causam aparentes
modificacdes nos fungos hospedeiros e assim s6 podem ser encontrados por
analise de acidos nucleicos e microscopia eletrénica de transmissdo em fungos
que os albergam.

No Brasil existem vérios exemplos de fungos fitopatogénicos contendo
micovirus. Por exemplo, o trabalho de Figueiredo et al. (2012) demonstrou
existéncia de diversidade em Colletotrichm gloeosporioides, indicando a
presenca de formas mais e menos patogénicas (hipovirulentas) em cajueiro,
potencialmente utilizaveis no controle bioldgico da antracnose. Uma linhagem do
fungo C. gloeosporioides (linhagem URM 4903, Depto. Micologia da Universidade
Federal de Pernambuco) apds analise molecular indicou uma banda de dsRNA
e analise por microscopia eletronica de transmissdo revelou a presenca de
particulas isométricas (30-35 nm em didmetro) ou seja um micovirus, sendo
este um dos raros casos descritos em C. gloeosporioides, um fungo causador da
antracnose em muitas plantas cultivadas. Estudos preliminares indicaram que
esta linhagem possivelmente é hipovirulenta e poderd ser usada no controle
bioldgico da antracnose. Um recente exemplo de controle de antracnose ‘in
vivo’ foi realizado por Bezerra (2015) em sua tese de doutorado, realizada na
Universidade Federal do Amazonas, quando estudou fungos endofiticos e
patogénicos do guaranazeiro. A autora verificou que, de dois isolados estudados
e identificados morfologicamente como C. gloeosporioides, um deles mostrou a
presenca de virus icosaédricos (Figura 3) enquanto o segundo ndo apresentou
micovirus. Ensaios efetuados in vivo no guaranazeiro, em condi¢Oes de casa de
vegetacdo, demonstraram que houve diferenca significativa em relacdo ao ataque
de folhas, com os dois fungos isolados separadamente e quando em conjunto
houve reducdo dos efeitos no guaranazeiro do fungo patogénico. Provavelmente
um controle bioldgico deve ter ocorrido e, se ensaiado em campo podera ter
sucesso contra uma das mais importantes doengas do guaranazeiro na Amazdnia.
No Quadro 1 sdao apresentados os dados obtidos pelo uso doisolado hipovirulento
controlando parcialmente o patégeno. Este e outros casos revelam a importéncia
dos virus, no caso micovirus, no controle biolégico de doencas de interesse na
agricultura.
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Figura 3 - As setas indicam a presenca de micovirus (genoma de fita dupla de RNA (dsRNA) em
fungo filamentoso da espécie Colletotrichum gloeosporioides isolado de guaranazeiro.
Fonte: Bezerra (2015).

Patégenos Sintomas (cm)
C. gloeosporioides (com micovirus) 0,92b
C. gloeosporioides (sem micovirus) 2,43a
C. gloeosporioides (com e sem micovirus) 0,70 b
Controle 0,00 c

Quadro 1 - Sintomas da inoculagdo ‘in vivo'de Colletotricum gloeosporioides sem e com micovirus
nas folhas jovens de Paullinia. cupana. Casa de vegetacao da Universidade Federal do Amazonas
- UFAM. Manaus - AM.

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia, para
cada patégeno.

Fonte: Bezerra (2015).

11.5 Papel dos virus em ecologia

Quando se citam as bactérias, ao contrario do que se pensa, a maioria de suas
espécies é benéfica em muitos aspectos com relacdo a existéncia de seres vivos e ao
ambiente em geral. Embora possa parecer estranho com rela¢do aos virus, estima-se
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que, do total de tipos de virus que sdo encontrados no nosso planeta, a maioria deles
tem um papel fundamental na preservacdo do ambiente. Ja foi discutido como os
virus podem controlar doencas e pragas, especialmente as que afetam e prejudicam
as praticas agricolas. Embora, nestes exemplos, o principal beneficiario seja a espécie
humana, pois os virus eliminam pragas tais como os insetos ou reduzem os efeitos
prejudiciais de outros micro-organismos, principalmente os fitopatdgenos, os virus
tém papel importante na ecologia. Os virus multiplicam-se em células vivas e, em geral,
eliminamseushospedeirosdurante este processo. Sempre havera espécies prejudicadas
por virus, mas em muitos casos o processo de eliminacdo de formas viventes é essencial
para continuidade davida. Um dos casos mais evidentes desta func¢do dos virusvem aser
sua atuagdo controlando bactérias dos mais distintos ambientes. Examinando oceanos
constata-se que existem muito mais virus do que bactérias no ambiente submarino.
0 que se verificou é que os virus (bacteriéfagos) atacam as bactérias destruindo-as
fazendo com que elas ndo contaminem e ocupem todo o oceano e, pelo contrério,
tornando o material bacteriano lisado, uma fonte de alimento para outras formas de
vida nos mares como foi relatado por Engelen, da Universidade de Oldenburgo, na
Alemanha, citado na breve revisdao de DiGregorio em 2013. Pode-se mesmo dizer que 0s
bacteriéfagos que destroem bactérias maritimas impedem com que elas se acumulem
nos mares poluindo os oceanos. Principalmente a lise das bactérias pelos bacteriéfagos
¢ o fator que permite a alimentacdo e sobrevivéncia de muitas outras formas de vida
maritima em um equilibrio que seria afetado sem a presenca de virus. Também tem
sido constatado, que muitos virus marinhos que apresentam como material genético
hélice dupla de DNA possuem genes codificadores de enzimas do sistema usado por
bactérias que oxidam enxofre, mostrando que eles sdo agentes do ciclo do enxofre
aumentando a oxidagdo bacteriana deste elemento. Também deve haver transferéncia
horizontal de genes de virus para bactérias e vice-versa. Os virus estdo entdo envolvidos
em varios ciclos como os do carbono e do enxofre. Do carbono, 50% deste elemento
que sdo fixados no ambiente marinho provém dos virus (DiGREGORIO, 2013; ROHWER;
BAROTT, 2013).

No nosso planeta estima-se que existem 10° virus e se considerarmos o tamanho
de cada um deles, em média como sendo de 100 nandmetros, se colocados lado a
lado elas iriam atingir um comprimento capaz de passar por cerca de 60 galaxias
ou 100 milhdes de anos luz! E uma estimativa assombrosa, mas que estd a indicar a
importancia do papel dos virus ainda pouco estudado e, portanto, pouco conhecido
(WOMMACK, 2010). Tudo indica entdo que uma nova era da virologia esta por surgir. Sé
para dar mais alguns dados, em 200 litros de 4gua do mar ha milhares de tipos distintos
de virus e, em 1 kg de sedimento marinho estima-se a existéncia de milhdes de tipos
assim como é estimado que em um ser humano ocorram cerca de 3 trilhdes de virus,
muitos ocupando até nosso genoma e convivendo harmoniosamente no interior de
nosso material genético. Pesquisadores que se constituem verdadeiros ‘cagadores de
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virus’ trabalhando em vdrias universidades nos EUA e pesquisando os mais diversos
ambientes, estdo acrescentando informacdes que cada vez mais atestam a importancia
dos virus na existéncia de outros seres na face da Terra; novos conhecimentos vio
sendo incluidos na virologia. Um dos muitos exemplos recentes é o papel dos virus em
controlar bactérias que atacam a superficie de metazoarios. Para prevenir este ataque
bacteriano ha todo um sistema de protecdo constituido pelo muco que é um tipo de
defesa antibacteriana. Ha uma simbiose entre bacteriéfagos e animais (metazoarios
como anémonas, peixes e até seres humanos). Estes bacteridéfagos que se aderem a
superficie do muco, lisam bactérias protegendo assim os metazoarios, Estes dados
principalmente os trabalhos de Barr (San Diego State University, EUA) podem ser
encontrados na revisdo de Skawarecki em 2013. De fato, uma das defesas de animais
contra bactérias é a protecdo que reveste células; nos serem humanos e outros
animais; este muco ocorre na boca, nariz, olhos, trato digestivo. No muco existem
proteinas rodeadas por aglcares, as mucinas, e na proximidade das células este muco
ndo contém bactérias, mas, a superficie do muco é atacada por bactérias. Ai entram os
virus do tipo bacteriéfagos ou fagos, que eliminam as bactérias e protegem os animais,
inclusive os seres humanos contra a destrui¢do da capa protetora do muco. Trabalhos,
utilizando, em laboratério culturas de tecidos pulmonares com dois tipos de tecidos,
um possuindo e outro sem muco, mostraram que cerca de 50% das células morriam,
mas, se fagos eram adicionados, a mortalidade nos tecidos com muco foi muito menor.
Este foi o primeiro exemplo de simbiose fagos-animais. Este exemplo, além de outros,
mostram a importancia dos fagos a cada vez que novas pesquisas vao sendo realizadas,
por exemplo, em seu papel no controle de Ulceras estomacais (SKAWARECKI, 2013).

Em plantas, ha virus denominados de agudos, que sdo patogenos de seus
hospedeiros, mas ha outros, os persistentes, que sdo mantidos em sementes e
passam de geragdo a geracgdo e possivelmente devem ser benéficos as plantas (BAO;
ROOSSING, 2011). Também pelo emprego de técnicas mais modernas a diversidade
e metagendmica principalmente relativas as plantas empregadas em amostras para
virus ambientais (ROOSSINCK, 2012), revelam mais uma vez que o0s virus apresentam
alta diversidade e embora possam causar efeitos prejudiciais, muitos deles causam
beneficios ndo sé para plantas, mas devem possuir efeitos benéficos nos mais diversos
ambientes. Por exemplo, em aguas poluidas por bactérias em ambientes tais como
esgotos, os fagos exercem efeito na eliminagdo de bactérias patogénicas e o0 mesmo
ocorre nos mais distintos ambientes.

Os recentes trabalhos de pesquisas com virus tém revelado a presenca de alguns
deles comtamanho bem maior aos até entdo encontrados. Sdo os virusdenominados de
gigantes que, pelo seu grande tamanho, ndo sao filtraveis equiparando-se a pequenas
bactérias. Isto inclusive faz com que a definicdo de virus como sendo elementos
filtraveis aos filtros que ndo permitem passagem de bactérias, tenha sido reavaliada.
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Virus gigantes com DNA como material genético infectando amebas foram encontrados
recentemente em sedimentos marinhos e lagos por Claverie e Abergel (2013), na Franca.
Foram denominados de virus Pandora. O primeiro, denominado de Pandora salinus foi
encontrado no Chile e o segundo na Australia (Pandoradulcis) com genomas de 2,47 Mb
e 1,91 Mb, respectivamente (STONE, 2013). No Brasil, no rio Negro, préximo a cidade de
Manaus, pesquisadores franceses e da Universidade Federal de Minas Gerais, também
encontraram virus gigantes. Segundo Jonatas Abrado, da Universidade Federal de
Minas Gerais (DORNAS et al., 2014), ele é patogénico, infectando células de sangue
humano. E um virus de DNA com 1,2 Mb que possui no seu interior outro virus que foi
denominado de viréfago. Os virus gigantes podem ser importantes quando estudados
do ponto de vista evolutivo. Eles podem servir para explicar a origem da vida na Terra
ou ainda podem ser provenientes de outros tipos ainda ndo bem conhecidos de células
vivas, abrindo desta maneira a possibilidade de um novo dominio, acrescentado a
outros dominios ja estabelecidos, ou seja, os eucariotos, bactérias e arqueias.

11.6 Virus na pesquisa

Osvirustiveram e continuam ater um papel muito importante no desenvolvimento
de pesquisas genéticas. Eles foram os responsaveis por boa parte do que se conhece
em biologia molecular microbiana e também na engenharia genética ou tecnologia
do DNA recombinante. Para maiores detalhes basta consultar revisdes de periédico
como Nature Reviews Microbiology ou textos gerais e especializados de genética,
especialmente de genética de micro-organismos. Pode-se verificar, por exemplo,
que Peters em 1959 em sua coletdnea sobre os mais classicos artigos de genética,
destaca o de Fraenkel-Conrat e William sobre a reconstituicdo do virus do mosaico do
tabaco a partir de proteina e acido nucleico e o de Benzer sobre a ultraestrutura do
gene, pela primeira vez evidenciando que o gene ¢ divisivel em mutons (unidades de
mutacdo) recons (unidades de recombinacgado) e cistron (unidade de fungdo) gracas ao
uso de virus, os bacteriéfagos (PETERS, 1959). Se procurarmos as publicacdes de livros
classicos sobre genética como os de Wagner e Mitchell (1955), ou seja, cerca de duas
décadas ap6s a primeira visualizagdo de um virus ao microscépio eletronico, verifica-se
que naquela época, ainda eram poucas as contribui¢des dos virus a genética. Neste livro
foram dedicadas cerca de uma dezena de paginas as contribui¢des dos fagos e do TMV
a genética. Em textos mais recentes o niumero de dados que a virologia tem produzido
estd em constante incremento demonstrando que seu papel foi, é e devera ser cada
vez maior dada a sua importancia como material de experimentacdo que proporciona
rapidos resultados gracas a sua diversidade, multiplicagdo rapida, com grande nimero
de particulas sendo produzidas em pouco tempo e podendo ser encontrados nas mais
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diversas células e habitats. Eles podem ser considerados os ‘buracos negros’ da biologia.
Atualmente, as técnicas de metagendmica permitem o estudo do conjunto de virus, o
denominado viroma, nos mais diversos sistemas. Por exemplo, devem existir cerca de
3 trilhGes de virus em nosso corpo e 43% do nosso DNA é constituido por transposons
ou virus. Cada bactéria pode produzir cerca de 25 virus antes de se dividir. Entdo da
para estudar assuntos relacionados a evolucdo, pelo menos 25 vezes mais rapido do
que estudos de evolugdo em bactérias e o que ndo dizer quando comparados a estudos
de evolugdo em plantas e animais. Apenas mais um exemplo de contribuicdo de um
nico bacteriéfago, vem a ser o denominado fago lambda (A). Este fago tem oferecido
notaveis contribuicGes a problemas nos Gltimos 40 anos (ALLEN, 2010). Entdo, como
sistema de pesquisa, os virus foram e continuam sendo alicerces para adi¢do de novos
conhecimentos em genética, microbiologia e biologia como um todo, apesar de ndo
serem propriamente considerados como seres vivos! Finalmente alguns dados de sua
importancia na pesquisa relacionada a genética de micro-organismos serdo a seguir
resumidos: o maior conhecimento dos sistemas de recombinagdo em bactérias; a
contribuicdo para descobertas sobre o material genético (DNA e RNA); a mutagdo e
recombinacdo em fagos; os virus sendo usados como vetores.

11.7 Tipos de recombinagdo em bactérias

Trés tipos classicos de recombinacdo foram descritos em bactérias, a
transformac&o, a conjugacio e a transducdo. Dois deles, descritos na década de 1940
no século passado, foram baseados na contribuicdo dos virus. A transducdo vem a
ser a recombinacdo envolvendo bacteriéfagos que podem transmitir caracteristicas
genéticas de células bacterianas para outras. No sistema de recombinacdo por
conjugacdo, caracteristicas genéticas sdo também transmitidas entre bactérias de
mesma espécie e mesmo entre espécies distintas; este sistema envolve a presenca
de plasmidios que muito provavelmente tem origem viral podendo ser considerados
provenientes de virus (bacteriéfagos) sem capa proteica, mas que usam pontes, os
pilli sexuais de bactérias, que possibilitam sua transferéncia e mesmo transferéncia de
parte ou todo cromossomo de uma célula bacteriana para outra. Sem a descoberta dos
sistemas de recombinagdo em bactérias ndo ocorreria o rapido desenvolvimento da
genética microbiana, bem como a elucidacdo dos sistemas de regulacdo génica e da
tecnologia do DNA recombinante que ocorreram do inicio dos anos 1950 em diante. As
Figuras 4 e 5 apresentam os sistemas de recombina¢do em bactérias por transducdo
em seus dois principais tipos, a transducdo generalizada (Figura 4) e a restrita (Figura
5).
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Figura 4 - A transdugdo generalizada mediada por bacteriéfagos em bactérias. O virus ndo é
integrado ao cromossomo bacteriano, multiplica-se e lisa a célula.

Fonte: llustragdo de Sarina Tsui - Esalq/USP.
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Figura 5 - A transducdo restrita. O virus é integrado ao cromossomo bacteriano (estado de
profago) e pode conferir certas propriedades ao hospedeiro. Por inducdo pode ser liberado do
cromossomo e no estado livre, lisa a célula.

Fonte: Ilustracdo de Sarina Tsui - Esalq/USP.
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11.8 Material genético

Como revisto por Azevedo (2008), Hershey e Chase mostraram pela primeira
vez, usando bacteriéfagos marcados radiativamente com fésforo (DNA) e enxofre
(proteinas), que embora haja penetragdo do DNA e de proteinas em células
bacterianas, apenas o DNA era transmitido para a progénie dos virus resultantes
da lise das bactérias. Embora experimentos de transformacdo bacteriana
mostrassem o mesmo neste sistema de recombinacdo em bactérias, esta pesquisa
foi outro exemplo de que o DNA era o material genético, antes mesmo das classicas
descobertas de Watson e Crick (1953), mais uma vez colocando os virus em
papel de destaque no desenvolvimento da genética e biologia molecular. Outros
dados importantes descobertos apds a introducdo dos virus em genética foram
relacionados a constatacdo de que os genes ndo sdo indivisiveis, mas possuem
unidades de mutagdo, recombinacdo e fungdo como ja mencionado anteriormente
quando foi citado o trabalho de Benzer em 1955. Estes dados foram, logo a seguir,
usados para a descoberta de propriedades do cddigo genético. Antes mesmo da
decifracdo integral deste cddigo. Neste caso foi empregado o fago T4 na forma
selvagem e mutantes que atacam a bactéria Escherichia coli e cujos genes envolvidos
ocupavam duas posicOes (A e B) do material genético do fago, quando foi mostrado
pelo uso do mutagénico acridina que tem a capacidade de se inserir no DNA do
fago, que o cddigo genético devia ter trés letras (03 nucleotideos ou multiplo de
03 nucleotideos para cada aminoacido de 01 proteina) e deveria ter um ponto
inicial e ponto final; este é mais um exemplo do valor dos virus para elucidagéo
e desenvolvimento de pesquisas na época. Muitos outros exemplos podem ser
citados. Sé para finalizar, ha que se mencionar a descoberta de sistemas de restricdo
de entrada de bacteridéfagos em bactérias que resultaram na descoberta de enzimas
de restricao de grande importancia para a tecnologia do DNA recombinante.

11.9 Mutantes em virus e recombinagdo

Mutantes em virus, especialmente em bacteriéfagos foram inicialmente sendo
descritos, a maioria relacionados as ‘placas de lise’ de diferentes tipos que formam em
placas de Petri com meio de cultura semeado com bactérias hospedeiras. Estas placas
de diferentes tipos (maiores, menores, turvas ou limpidas, circulares ou ndo) (Figura
1) permitiram a demonstracdo de que existem sistemas de recombinag¢do em fagos e
que eles trocam material genético. Surgiram assim pesquisas com genética de virus
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mesmo sem que eles fossem incapazes de formar colonias mas simplesmente pelos
seus efeitos em células hospedeiras.

Virus como vetores: um vetor é uma molécula de acido nucleico podendo ser
circular, de existéncia independente ou ligado ao cromossomo bacteriano e capaz de
duplicar-se em células. Em geral, os vetores podem ser um plasmidio ou virus, o que
da no mesmo, se considerados os plasmidios como tendo origem viral. Estes vetores
ou veiculos sdo extremamentes importantes, pois podem levar genes clonados (os
passageiros) até uma célula hospedeira. Neste particular os virus tém contribuido para
um sistema de recombinacdo muito utilizado na tecnologia do DNA recombinante ou
engenharia genética. Além de sua importancia no estudo de varios aspectos basicos
da pesquisa, eles tém enorme valor biotecnoldgico pela possibilidade de formacgdo de
produtos ditos transgénicos, combinando qualidades de diferentes espécies, géneros e
até reinos tendo assim enorme valor aplicado, tais como, na area de agricultura, para a
obtencdo de plantas transgénicas resistentes a herbicidas, insetos pragas ou com maior
qualidade nutricional. No caso de virus, por exemplo, o Caulimovirus, o Geminivirus e
outros podem ser usados para introducdo de genes em plantas visando producao de
proteinas de interesse. Genes introduzidos nestes virus podem, quando incorporados
a vegetais, levar estes genes de interesse a se manifestar embora os proprios virus
nao necessariamente sejam multiplicados, mas permitindo pelas plantas a producado
de proteinas de genes passageiros, proteinas estas que podem ser de grande valor
agrondémico. Os virus ou parte deles podem ser inseridos em um plasmidio como o de
Agrobacterium tumefasciens (Ti) em um processo denominado de agroinfeccdo. Certos
promotores de Caulimovirus podem ser empregados em plantas transgénicas como as
resistentes a herbicidas, produtoras de toxinas de insetos e outras. Da mesma maneira,
os vetores virais tém valor na area de salde, na producdo de vacinas, antigenos e
anticorpos. O virus pode também ser usado como vetor para terapia génica e producdo
de vacinas e o baculovirus é usado como instrumento para producdo de proteinas
recombinantes em células de insetos (LU; CHEN; LIU, 2012). Entretanto essas sdo
areas que, por nao fazer parte da area de alimentagdo e agricultura objeto principal do
presente capitulo, ndo serdo aqui discutidas em detalhes.

11.10 Virus usados como antibioticos

Antibidticos sdo empregados em ragBes animais com varias finalidades, por
exemplo, aumentar o crescimento e peso de bovinos, aves e outros animais domésticos.
A tendéncia é banir estas praticas em animais, pelo uso de antibidticos empregados
no tratamento de infecgBes bacterianas na salde humana, pois o problema de
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resisténcia genética de micro-organismos esta cada vez mais sério tornando muitos
antibidticos ineficazes. O problema é incrementado pelo uso indevido e indiscriminado
de antibidticos na salde humana, animal e vegetal. Mais ainda, cada vez menos
novos antibidticos sdo langcados no mercado tornando o problema ainda mais grave.
Atualmente, a cefalosporina e o cloranfenicol sdo dois antibidticos ja banidos para uso
animal. Além disso, indUstrias farmacéuticas tém diminuido ou cessado a busca de
novos antibiéticos de origem bacteriana ou de origem fungica.

Uma alternativa vem a ser o uso de bacteriéfagos que sdo os tipos mais comuns
de virus. A maioria pertence a ordem Caudovirus (caudados) e possuem como material
genético o dsDNA com desde 33 mil até 170 mil pares de bases. Eles sdo muito limitados
no tocante ao ataque de espécies bacterianas e podem lisar células, bem como nos
profagos, podem ser lisogénicos (Figura 4), isto €, serem incorporados ao cromossomo
bacteriano. Os fagos tém sido empregados desde o inicio do século XX no controle
da Salmonella em aves. Eles foram também e ainda vém sendo esporadicamente
empregados, em pequena escala, em plantas atacadas por bactérias fitopatogénicas
por aspersdo de bacteriéfagos em vegetais atacados por elas.

Mais recentemente fagos intactos ou suas enzimas liticas sdo empregadas e,
neste caso, tomam o nome de enzibidticos, provenientes tanto de virus como de outras
fontes. Estes enzibidticos estdo sendo usados também para preservacdo de queijos
e vinhos, colirios e pastas dentifricias como serd mencionado mais adiante. Eles ndo
acarretam efeitos imunogénicos e alguns deles ja foram aprovados pelo FDA (Food and
Drug Administration, USA) e reconhecidos como GRAS, ou seja, considerados seguros.
Este é mais um exemplo do uso benéfico dos virus. O termo enzibidticos refere-se
principalmente a virus (fagos) que atacam e lisam bactérias luta contra doencas.
(VEGA-CRESPO et al., 2007). E interessante que este tipo de emprego dos fagos como
antibidticos ja teve uma boa aceitagdo nos primérdios do século XX, apds os trabalhos
de Twort e D" Herelle ja citados anteriormente. Foram muitas, na época, as pesquisas
realizadas nos EUA, Europa Ocidental e principalmente na antiga Unido Soviética
e Polonia, mas pouco divulgados por seus trabalhos serem publicados em russo o
polonés, O denominado fenémeno Twort-D" Herelle ja mencionado na introducgdo
do presente capitulo desencadeou inclusive o uso de fagos por D" Herelle para curar
criancas de surtos de disinteria. Em 1919/1921, os fagos foram usados contra doencas
de pele causadas por Staphylococcus. Também foram relatados tratamentos da cdlera
e peste bubdnica por meio de fagos. Estes remédios foram comercializados pela
famosa empresa L Oreal. Em 1940, a Ely Lilly Co., empresa norte-americana, também
comercializou estes produtos de fagos mas, os mesmos foram quase que abandonados
a partir dos anos 1940 em diante, devido ao sucesso dos antibidticos especialmente
a penicilina. No entanto, um melhor e maior conhecimento dos fagos s6 ocorreu
apods 1939 com o uso da microscopia eletr6nica. Esse fato limitava seu emprego, pois
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pensava-se que eles eram muito amplos em espectro o que ndo eraverdadeiro. Também
o modo de aplicagdo limitava seu uso, pois muitos fagos ja estavam inativos quando
aplicados reduzindo assim sua eficiéncia. Como resultado, os fagos empregados como
antibidticos foram praticamente deixados de lado e apenas na Unido Soviética este
estudo ainda persistiu em pequena escala. Entretanto com o aumento da resisténcia
aos antibidticos comuns e redugdo do nimero de novos antibidticos no mercado,
varios produtos a base de fagos continuam sendo comercializados especialmente na
Russia destacando-se o Eliava Institute (EIBMV) que testou e esta empregando varios
destes produtos. Neste instituto ja trabalharam cerca de 1.200 técnicos envolvidos
em formulagGes contra Proteus e Staphylococcus. Também o Hirszfeld Institute
(HIET), fundado em 1952, tem produtos contra as bactérias do género Shigella. Mais
recentemente, o instituto contra doengas animais no Reino Unido, usa produtos de
fagos no controle de doencas de porcos, carneiros e bovinos contra Klebsiella e E.
coli. Este tipo de controle ou fagoterapia utiliza colecdes de fagos contra infec¢oes
bacterianas humanas e de outros animais ou contra bactérias fitopatogénicas. Tém
sido descritos casos de sucesso da ordem de 75% a 100% apds 15 dias de tratamento.

Recentemente, uma instituicdo designada de GLOBAL VIRAL foi fundada em San
Francisco, Califérnia, em 2009, por Nathan Wolfe, que procura meios de minimizar
efeitos de doencas de alto impacto. Em 1980, William Smith, no Reino Unido, mostrou
em camundongos, que os fagos estavam sendo mais efetivos que antibidticos comuns
no controle de diarreias em porcos, carneiros e outros animais domésticos. A partir
de 2007, cinco produtos foram licenciados nos EUA contra bactérias fitopatogénicas
de tomateiros e pimentdo, e também na destruicdo de bacterias que causam
envenenamento de alimentos bem como no controle da febre aftosa animal. Ha
ainda problemas de aceitacdo, mas o futuro da fagoterapia é promissor e esperam-se
novos produtos empregando virus que venham a ser mais numerosos a medida que
os antibidticos classicos vdo perdendo sua ac¢do devido ao problema da resisténcia
genéticabacterianaaos mesmos. Mais detalhes sobre afagoterapia pode serencontrada
em Sulakvelidze et al. (2001).

11.11 Virus empregados na alimentacio e outros produtos

Ja foi mencionado que a fagoterapia pode ser usada no controle de alimentos
prevenindo emergéncia de bactérias danosas que sdo eliminadas pelos fagos. Outros
exemplos podem aqui ser descritos.

Um dos exemplos mais bem estudados da utilizagdo de virus na industria
alimenticia é na produ¢do de vinhos, bebidas destiladas e fermentacdes. E
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conhecido que fungos do tipo leveduras sdo empregados em fermentagdes para
producdo de vinhos, bebidas destiladas, panificagdo etc. Muitas destas leveduras,
por exemplo, as vinicolas sdo conhecidas por possuirem uma forma de virus no
seu interior, os denominados fatores ‘assassinos’ ou killlers. O carater killer foi
descrito pela primeira vez e, como quase sempre, na microbiologia da época, por
Pasteur. Esta caracteristica é encontrada em linhagens de virus de dsDNA existentes
em leveduras e outras espécies que sdo produtoras de toxinas secretadas para o
exterior das células que albergam os virus killer. Leveduras com o fator killer
isolados de uvas foram avaliadas para producdo de vinhos. Duas destas linhagens
foram testadas em coexisténcia com as cepas comerciais Vin 7 e GS 1. A cepa GS-1
mostrou-se muito mais sensivel em comparagdo com a cepa Vn 7. Em fermentagdes
mistas, a producdo depende do tamanho da populacdo killer e da toxina
produzida e o grau de sensibilidade da cepa de vinho usada. Um fator, o killer-103,
praticamente exterminou a popula¢do de uma levedura de vinho em concentragao
de apenas 0,1% da populagao total de leveduras (JACOBS; VAN VUUREN, 1991).
Entdo, o emprego de leveduras apropriadas vem se tornando muito importantes
em fermentacdes alcodlicas devendo-se ter em conta as popula¢des de leveduras
utilizadas para que produtos de boa qualidade sejam obtidos. Mais recentemente
tém sido apresentados resultados que demonstram que micro-organismos
endofiticos podem alterar o terroir (palavra francesa que indica territério e
compreendem também outros fatores como clima, solo etc) de vinhos o que pode
se constituir em um processo de melhoramento do flavor de vinhos finos. Da
mesma forma, leveduras usadas na produgao de vinhos podem ser adicionadas ao
solo e tém sido visto que elas podem ser incorporadas as uvas (MANDI et al., 2015).
Os vinhos modificados pelos micro-organismos sdo responsaveis pela aceitagéo
do consumidor, aumento de qualidade e valor econdmico e isto ndo é sé devido
ao clima, tipo de uva, solo etc. Entram os micro-organismos do solo e endofiticos
que podem serintroduzidos ou mesmo manipulados geneticamente e ai se incluem
leveduras como as killer salientando-se que o fator killer é um virus ou originario de
particulas virais. Ao se pensar em leveduras contendo virus do tipo killer, isto pode
contribuir para alterar para melhor ou pior o flavor de vinhos e outros alimentos
que usam leveduras de fermentacdo. Também fagos da bactéria Leuconostoc
australianos foram encontrados em quatro fermentagdes de vinhos tintos e foram
inativados em pH menor que 3,5 e adigdo de didxido de enxofe. Até o momento,
leveduras killer sdo pouco estudadas em fermentagdo alcodlica. Elas podem
prejudicar ou beneficiar a fermentacdo, eliminando cepas prejudiciais (ANTONINI
et al., 2005). Da mesma forma que em vinhos, leveduras killer foram encontradas
em caldo de cana para fabricacdo de cachaca e podem alterar sua producao, pois
7% das leveduras encontradas tém o fator killer. O mesmo deve estar ocorrendo em
casos de fermentacdes para producdo de etanol como combustivel; neste caso o
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rendimento tem sido aumentado por manipula¢do das leveduras empregadas e os
virus poderdo ter um papel de destaque na eliminacdo de bactérias contaminantes
nas fermentacoes.

No caso de laticinios, ha também influéncia dos virus em produtos lacteos
como leite, queijos e outros. Em geral, os fagos podem ser prejudiciais, mas se
bem manipulados eles podem deixar de se constituirem em problemas e se usados
corretamente podem beneficiar a producdo destes produtos a base de leite (MARCO;
MOINEAU; QUIBERONI, 2012). Foi detectada também na bactéria Kluyveromyces lactis
um elemento linear de origem viral com multiplicagdo semelhante a adenovirus que
também pode alterar para melhor ou pior a valor comercial dos produtos lacteos.

Finalmente, os fagos podem ser usados em dentifricios, corantes, cosméticos
e outros produtos como eliminadores de bactérias indesejaveis. Estes produtos com
virus protetores ainda deverdo se expandir, reduzindo a utilizacdo de antibidticos e
consequentemente também o uso de antibiéticos para cura de infeccdes bacterianas. E
mais um exemplo do uso dos virus e seus aspectos benéficos.

11.12 Conclusoes

O presente capitulo procurou mostrar que os virus, muito mais que prejudiciais
a vida na Terra, sdo essenciais para nossa sobrevivéncia. O seu papel na ecologia,
na protecdo de plantas e animais e inclusive na perpetuacdo da espécie humana é
relevante e imprescindivel. O tema foi abordado principalmente envolvendo a area
da agroindustria e pesquisa, mas, espera-se que tenha ficado claro que os virus tém
pontos positivos também nas dreas de salde e auxiliam o desenvolvimento de outros
campos de pesquisas com amplas aplica¢Ges biotecnoldgicas.
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CAPITULO X111

Microalgas: possivel solu¢do para um mundo
sustentavel?

Vanessa Kava, José Viriato Coelho Vargas, André Bellin Mariano

12.1 Introducao

O crescimento continuo da demanda de energia global estd exigindo o
desenvolvimento de alternativas de combustivel. Além da necessidade pelo
consumo, a conscientizacdo dos problemas ambientais gerados pelo uso de
combustiveis fosseis tem impulsionado as pesquisas em busca de alternativas
vidveis de energia limpa. Neste cenario, os investimentos na pesquisa e
desenvolvimento de fontes energéticas renovaveis tém sido incrementados, e a
viabilidade econémica no uso de energia limpa que ha poucas décadas parecia
inatingivel, atualmente passou a uma realidade possivelmente proxima. Uma das
principais criticas na producgdo de biocombustiveis de origem vegetal é o uso de
areas agricultaveis para a producdo de alimentos para fins energéticos, enquanto a
fome continua a fazer parte das deficiéncias mundiais. Considerando este contexto,
o desenvolvimento de uma metodologia economicamente viavel para a producéo
de biocombustiveis e bioprodutos por microalgas aparece como uma solugdo que
atende a todos estes requisitos.

Uma das aplicagbes mais importantes das microalgas é a energética, uma vez
que podem gerar energia de diferentes formas, tais como bio-hidrogénio, biodiesel
e biogds. A atencdo das industrias tem se voltado cada vez mais para o ramo de
biodiesel derivado de microalgas, pois além de ecologicamente correto, as algas
tém um potencial maior do que as culturas tradicionais (oleaginosas), oferecendo
um rendimento satisfatério em curto espaco de tempo. Além de fonte energética, as
microalgas produzem substancias de interesse da industria farmacéutica e nutracéutica
de alto valor agregado, como os derivados de carotenoides. As microalgas podem ser
cultivadas em fotobiorreatores (FBRs), desta forma ndao oneram o uso de terras que
podem ser destinadas a agricultura. As condi¢des de cultivo podem ser parcialmente
controladas e devem ser adequadas para cada espécie de microalga. Atingindo-se as
melhores condic¢Bes, o incremento da producdo torna-se limitado, porém estratégias
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de melhoramento genético por tecnologia do DNA recombinante ou engenharia
genética podem possibilitar real aumento de produtividade, viabilizando a producdo
em escala industrial.

Em uma andlise cienciométrica realizada em bancos de dados indexados,
Konur (2011) mostrou que no periodo de 30 anos (1980 - 2009) houve aumento
no interesse da comunidade cientifica a respeito de microalgas e bioenergia.
Foram, ao total, 717 artigos publicados naquele periodo, sendo possivel observar
aumento exponencial a partir de 2007. Os paises que mais contribuiram foram
Estados Unidos da América, China, Alemanha e Inglaterra. Infelizmente o Brasil
contribuiu apenas com 1% de todos os artigos, mostrando que ainda é necessario
avancar muito a respeito dos estudos académicos e aplica¢des energéticas das
microalgas.

Este capitulo, portanto, esta organizado de forma a fornecer os fundamentos
essenciais para o entendimento dos desafios a serem vencidos para viabilizar
a utilizacdo industrial das microalgas. Assim, apresentam-se as caracteristicas
bioldgicas das microalgas; possiveis aplicacdes diretas e indiretas; a busca pelo
melhoramento genético focado em produtos de maiorinteresse; o uso daferramenta
de modelagem matematica e simulacdo computacional para avaliar potenciais
resultados antes de investimentos financeiros de grande porte; perspectivas de
producdo de microalgas em larga escala, e uma apreciagdo critica sobre os assuntos
tratados.

12.2 Caracteristicas das microalgas

As microalgas compdem um grupo extremamente heterogéneo de organismos.
Para ser denominado de microalga, o organismo deve ser pequeno, geralmente
microscopico, unicelular ou colonial, com pouca ou nenhuma diferenciacdo celular.
Deve apresentar cor, pela presenca de pigmentos e, ocorrer principalmente em agua,
mas ndo necessariamente. Microalgas também devem ser fotoautotrdficas, mas
ndo necessariamente todo o tempo. Filogeneticamente, as microalgas podem ser
procariotas ou eucariotas e, em termos evolutivos, recentes ou muito antigas. Esta
diversidade faz das microalgas uma fonte produtora de uma vasta gama de produtos
quimicos com aplica¢Bes na alimentacdo, industria de cosméticos, farmacéutica e até
mesmo industrias de combustiveis.

Desta forma, as microalgas sdo um grupo artificial, pois inclui alguns taxons
que sdo muito mais relacionados com outros procariotos nao fotossintetizantes do
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que com outras algas. Essa afirmacdo resulta de estudos filogenéticos com base na
biologiamolecularquesuperaramaclassificacdo baseadanamorfologia,mostrando
que a diversidade bioldgica observada nas algas resulta de sua origem polifilética
(BALDAUF, 2008). As microalgas incluem as assim denominadas cianobactérias,
que pertencem ao dominio Bacteria, mas a maioria das espécies de microalgas
pertence ao dominio Eukarya, dentro do grupo Archaeplastida (BALDAUF, 2008),
segundo o esquema de classificacao dos seres vivos, mais aceito atualmente, que
define trés dominios: Bacteria, Archaea e Eukarya (WOESE; KANDLERT; WHEELIS,
1990). O numero exato de espécies de microalgas ainda é desconhecido, sendo
encontradas cita¢Ges relatando que podem existir entre 200.000 até alguns milh&es
de representantes deste grupo.

As  Cyanobacteria ou Cyanoprokaryota (também denominadas
Cyanophyceae quando classificadas como algas) sdao organismos unicelulares,
coloniais ou filamentosos, caracterizados pela auséncia de um nlcleo e outras
organelas envolvidas por membrana. Elas estdo entre os primeiros organismos
fotossintéticos a evoluir no planeta Terra hd cerca de 3,5 bilhdes de anos,
capturando a luz do Sol através do pigmento verde clorofila Ae uma combinacéo
de pigmentos de proteina ficobilina soltveis em dgua (ficocianina e ficoeritrina).
A origem das cianobactérias foi estimada em cerca de 3,5 bilhdes de anos pela
descoberta de fésseis (estromatdlitos), em rochas sedimentares encontradas
no noroeste da Australia. Os estromatdlitos sdo as Unicas evidéncias de vida
do periodo geoldgico Arqueano. Assim, esses seres fotossintéticos apareceram
no Arqueano, e devem ter sido responsaveis pelo aparecimento do oxigénio na
atmosfera terrestre. Isso parece ter acontecido ha cerca de 2,5 bilhGes de anos,
viabilizando a origem da vida eucarionte dando lugar ao que se denomina
atualmente o periodo proterozdico (que significa aproximadamente dos ‘animais
primitivos’) (CARVALHO, 2004).

As cianobactérias sdo produtoras primarias assim como as algas eucaridticas.
H4 uma distante relacdo filogenética entre as cianobactérias e outros organismos
denominados de ‘algas’ Atualmente sabe-se que estes organismos ndo tém
relacdo filogenética com qualquer dos grupos de algas, a ndo ser como provaveis
antepassados dos cloroplastos conforme a teoria da endossimbiose - e encontram-
se classificados como um grupo dentro do dominio Bacteria (WOESE; KANDLERT;
WHEELIS, 1990).

Neste ponto, é importante reconhecer que as microalgas, inicialmente através das
cianobactérias e posteriormente das microalgas eucariéticas, além de viabilizar a vida
com respiragdo celular aerdbica, originaram as plantas terrestres. Assim, indiretamente
criaram as condicOes basicas para o aparecimento da espécie humana e de todos os
outros animais que surgiram no planeta Terra.
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12.3 Metabolismo e fatores para o crescimento de microalgas

O metabolismo da microalga pode ser autotrdfico, heterotréfico ou
mixotréfico, conforme é mostrado na Figura 1. No primeiro, as funcBes sdo
regidas pela fotossintese, podendo ser denominado também de fotoautotréfico.
No cultivo heterotréfico sdo disponibilizados nutrientes para que o metabolismo
ocorra na auséncia de luz. E por dltimo, no cultivo mixotréfico ocorrem ambos
os metabolismos citados anteriormente. Cultivos heterotréficos sdo altamente
produtivos, contudo esses sistemas dependem diretamente do fornecimento de
fonte de energia orgénica, normalmente aglcares redutores, o que torna esses
sistemas diretamente dependentes da producdo primaria de alimentos.

FONTE DE LUZ

FONTE DE
CARBONO

glicerol
glucose
acetato

METABOLISMO
MIXOTROFICO

METABOLISMO
AUTOTROFICO

METABOLISMO
HETEROTROFICO

Figura 1 - Diferentes metabolismos presentes nas microalgas: heterotrdfico, autotréfico e
mixotrofico.

Fonte: Os autores.

Tanto no ambiente natural quanto nos cultivos, o crescimento de uma populagao
de microalgas é o resultado da interagdo entre fatores bioldgicos, fisicos e quimicos. Os
fatores bioldgicos estdorelacionadosas propriastaxas metabdlicas daespécie cultivada,
bem como a possivel influéncia de outros organismos sobre o desenvolvimento algal.
Quanto aos fatores fisico-quimicos, que influenciam no crescimento das microalgas,
sdo principalmente reportados estudos sobre a radiacdo solar, a temperatura, a
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disponibilidade de gases como oxigénio e didxido de carbono, agitacdo e mistura,
controle de pH e a disponibilidade de nutrientes.

Aradiacdo solar é o fator mais utilizado no processo fotossintético, ndo apenas
pela sua natureza, mas pela sua distribuicdo de forma global. Convertida em
energia quimica ela é armazenada sob a forma de carboidratos (monossacarideos,
oligossacarideos e polissacarideos), proteinas, lipidios e até muitas vezes,
combustiveis fésseis, fotossintetizados em épocas remotas. As reacbes de captacdo
da luz ocorrem nas membranas internas, ou tilacoides, onde sdo encontrados a
clorofila e outros pigmentos. O padrao de absor¢do da radiagdo por um pigmento
¢é conhecido como espectro de absorcdo de cada substancia. A clorofila absorve
radiacdo nos comprimentos de onda azul, violeta e também no vermelho, e como
reflete a luz verde, apresenta a cor verde. A fotossintese ocorre pela absorcgdo
da radiacdo na faixa de 400-700 nm por pigmentos fotossintéticos, i.e., clorofila
ou carotenoides. Esta faixa do espectro é utilizada pelos vegetais como fonte de
energia para as suas atividades metabdlicas, sendo comumente denominada
em fisiologia de plantas de Radiacdo Fotossinteticamente Ativa (PAR, do inglés
Photosynthetically Active Radiation) (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1996).

O segundo fator que influencia diretamente no crescimento de todos os
organismos vivos € a temperatura que, além de influenciar nas velocidades de
rea¢des celulares, afeta também a natureza do metabolismo, a concentracdo de
biomassa, as necessidades nutricionais e a composi¢cdao do organismo. Cada
microalga tem uma temperatura ideal para que ocorra o crescimento maximo mas,
em geral, tolera um intervalo de temperatura que em média é de 10°C para mais
ou para menos da temperatura ideal. A temperatura exerce uma influéncia muito
importante em culturas de microalgas, pois chega a controlar as espécies que
dominam certas regides. Estas influéncias foram testadas experimentalmente e
concluiu-se que se em um sistema forem colocadas diversas culturas de microalgas
ira se destacar e crescer a microalga que tem o seu metabolismo adequado para
a faixa de temperatura em que o sistema se encontra. O isolamento de espécies
tolerantes a elevadas temperaturas (40°C - 60°C) vem sendo considerado um
importante critério na sele¢do de microalgas para fins biotecnoldgicos, uma vez
que possibilitaria a injecdo direta de didxido de carbono oriundo de processos
térmicos no sistema de cultivo (ONO; CUELLO, 2007).

A variacdao do pH em culturas de microalgas ocorre devido ao consumo de
substratos, solubilizacdo e consumo do didéxido de carbono, e a degradagdo de
metabdlitos produzidos. A faixa de pH considerada étima para a fotossintese situa-se
entre 7,5 e 10. O pH pode ser controlado facilmente nos cultivos de microalgas através
da dissolucdo do didxido de carbono na fase aquosa de FBRs.
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A concentracdo de O, no meio de cultivo microalgal é outro fator que deve ser
considerado, pois niveis extremos de O, dissolvido podem gerar danos foto-oxidativos
nas células. Entretanto, como o oxigénio é um produto do metabolismo fotossintético,
sua formacdo e solubilizagdo em fotobiorreatores é um indicativo de elevadas taxas de
consumo de carbono inorgénico (MUNOZ et al., 2004).

O meio de cultura preparado para o cultivo influencia diretamente no
crescimento celular microalgal, bem como na composicdo quimica da microalga.
Os elementos nutritivos mais importantes sdo carbono, nitrogénio, hidrogénio,
oxigénio, fdsforo, magnésio, cobre, zinco e molibdénio. Enxofre, potassio e
calcio também sdo necessarios, mas eventualmente podem ser substituidos.
Dependendo da quantidade necessaria, estes elementos podem ser classificados
como macronutrientes (centenas ou milhares de pg g! de massa seca) ou como
micronutrientes (unidades ou dezenas de pg g de massa seca). Alguns elementos
podem ser identificados como macro ou micronutrientes por apresentarem uma
concentracdo limitrofe (LOURENCO, 2006).

O carbono é um dos principais elementos necessarios para as microalgas.
Sua demanda decorre do fato de que o carbono constitui-se no componente mais
importante de todas as substancias organicas sintetizadas pelas células (e.g.,
proteinas, carboidratos, acidos nucleicos, vitaminas, lipideos). O didxido de carbono
¢é a fonte de carbono que contribui para o crescimento fotossintético e autotréfico
das microalgas. Em alguns cultivos se faz necessaria a adi¢do de CO, gasoso, pois
no ar existe em média apenas cerca de 0,03% de CO,, ou de sais carbonatos ou
bicarbonatos.

A proporgdo de nitrogénio na biomassa pode variar de 1 a 10% em peso seco,
sendo que uma grande variedade de compostos nitrogenados, organicos e inorganicos,
pode ser utilizada como fonte de nitrogénio para o cultivo de microalgas. O nitrogénio
¢ incorporado dentro do micro-organismo na sintese de proteinas, sendo que sua
auséncia acarretaria a diminuigdo de aminoacidos e, consequentemente, do teor
proteico.

O oxigénio e o hidrogénio ndo constituem um problema, pois sdo facilmente
obtidos pelas microalgas nos sistemas aquaticos. O primeiro é abundante nas dguas em
geral, estando em concentragdes baixas apenas em grandes profundidades, nas quais
formas de vida fotossintetizantes ndo ocorrem e em aguas poluidas ou com grande
concentracdo de matéria organica. Ja o hidrogénio é obtido pela quebra da moléculade
agua durante a fotossintese, sendo entdo disponivel em todos os ambientes aquaticos
onde ha microalgas.

Ofdsforo é considerado um dos principais elementos limitantes ao crescimento
das microalgas. RegiSes marinhas pobres neste nutriente, como o mar do sul
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da China, apresentam baixa biomassa fitoplanctdnica (LOURENCO, 2006). Este
elemento é necessario para a realizagdo de todos os processos que envolvem trocas
energéticas nas células, compondo as moléculas de ATP (Adenosina trifosfato),
aglcares fosfatados, acidos nucleicos e fosfoenzimas. A energia luminosa atua
na assimilacdo do fésforo, possivelmente em razdo da acumulagdo de energia na
forma de ATP.

0 enxofre é abundante em ambientes marinhos na forma de ions sulfato (SO,?)
sendo um componente estrutural das proteinas. Algumas vitaminas como tiamina e
biotina também apresentam altas concentra¢Ges de enxofre.

Outro elemento abundante em ambientes aquaticos, especialmente marinhos,
¢ o potassio, cujas fun¢des principais referem-se a regulacdo osmética, ao controle de
pH e a conformacdo e estabilidade de proteinas. Este elemento pode ser substituido, ao
menos em parte pelo sédio. O magnésio é essencial as microalgas por ser constituinte
da molécula de clorofila. A falta de magnésio no sistema gera um processo designado
de clorose, no qual as células perdem seu contetido pigmentar.

Outros elementos como o cobre, zinco e molibdénio participam de varios
processos celulares das microalgas como a fotossintese e a respiracdo.

Os micronutrientes manganés e cobalto se adicionados ao cultivo podem
influenciar significativamente as microalgas. O primeiro micronutriente funciona
como um cofator de enzimas que participam da sintese de acidos graxos, sendo
fundamental para o transporte de elétrons no fotossistema I, e atua também na
manutencdo das estruturas das membranas dos cloroplastos, além de ser um
componente estrutural da superdxido-dismutase, enzima que remove radicais
superdxidos toxicos das células. O cobalto é exigido em pequenas concentracdes,
,» @ Cianocobalamina, uma
das trés vitaminas mais importantes para o desenvolvimento de microalgas,
participando dos processos de fixacdo de nitrogénio pela célula, estando, portanto,
associado ao metabolismo do nitrogénio.

porém é um componente fundamental da vitamina B

Algumas microalgas requerem vitaminas adicionais para o 6timo crescimento. As

mais comuns sdo, além da B ,, a tiamina e a biotina (LOURENCO, 2006).

Por fim é importante ressaltar que a agitacdo no meio de cultivo também favorece
o crescimento das microalgas. Em cultivos em FBRs, a agitacdo auxilia na circulagdo
das microalgas para que elas recebam radiacdo solar de forma uniforme, uma vez que
as células de microalgas proximas a parede do reator recebem alta densidade de fluxo
fotonico que pode causar fotoinibicdo, enquanto que as células que se encontram
em areas sombreadas do reator, por receberem baixo fluxo foténico acabam tendo
crescimento mais lento. No entanto, com o movimento das células entrando e saindo
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da zona de 6tima iluminagdo com uma determinada frequéncia, pode-se aumentar a
produtividade (LUO et al., 2003).

Muitos estudos tém sido desenvolvidos nomundo buscando viabilizartécnica
e economicamente a utilizacdo industrial das microalgas (SATYANARAYANA;
MARIANO; VARGAS, 2011). A titulo de ilustracdo, pode-se citar uma planta
autossustentavel em energia a partir da biomassa de microalgas cultivadas em
fotobiorreatores e outras fontes em desenvolvimento no Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento em Energia Autossustentavel, NPDEAS, na Universidade Federal
do Parana, UFPR, na cidade de Curitiba, Brasil (SATYANARAYANA; MARIANO;
VARGAS, 2011). Nesse projeto, decidiu-se estudar e desenvolver o processo de
producdo de racdo para peixe em escala piloto a partir do residuo de microalgas
utilizadas paraproduzirbiodiesel comomaterial primario, usando fotobiorreatores
compactos desenvolvidos pelo préprio grupo de pesquisa, mostrados na Figura
2. A concepcdo desse fotobiorreator é inovadora e foi recentemente requerida a
patente internacional (VARGAS et al., 2012).

12.4 Microalgas e possibilidades de aplicacoes diretas

Considerando-se as possibilidades de aplica¢des diretas das microalgas, pode-se
citar o consumo humano, a nutri¢do animal e a producdo de biocombustiveis.

12.4.1 Consumo humano

Um dos maiores problemas que o homem enfrentard neste século sera a
producdo de alimentos para atender a crescente populagao mundial. O primeiro
registro do consumo de microalgas para a alimentacdo humana tem mais de 2.000
anos, quando o género Nostoc foi utilizado por chineses para o seu consumo direto,
em um periodo de escassez de outras fontes alimentares. Ainda na Antiguidade,
populac@es africanas, residentes na regido do lago Chade, incorporaram o habito
de consumir microalgas como base alimentar, destacando-se neste caso o género
Spirulina. Esta alga era coletada do lago, desidratada e moldada na forma de
tabletes para o consumo. Este mesmo género era utilizado para consumo pelos
Astecas no México. Com a conquista do México pelos espanhéis, a forma como
os astecas coletavam esta microalga no lago Texcoco e a consumiam na forma de
molho a base de cereais, conhecido como chimolli ou molho asteca, foi difundida
para outros povos (SPOLAORE et al., 2006).
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Figura 2 - Protétipo de fotobiorreator compacto para aquicultura de microalgas, construido na
Universidade Federal do Parand (8 mx5mx2m).

Fonte: Os autores.

Fundamentalmente, a utilizacdo de microalgas por humanos na atualidade
concentra-se no uso como alimento ou suplemento alimentar, como corante natural
de alimentos e ainda nas indUstrias farmacéuticas e de cosméticos. O uso direto de
microalgas na alimentacdo humana da-se principalmente por meio da preparacdo
de encapsulados ricos em proteinas e vitaminas ou da mistura de pés de alga em
alimentos industrializados, como massas, biscoitos, doces e bebidas. Algumas
espécies de microalgas vém sendo cultivadas ha mais de 35 anos para a produgéo
de biomassa, empregada na forma de tabletes, pilulas e liquidos. As microalgas
podem ser consideradas um alimento funcional (PULZ; GROSS, 2004), ou seja, que
trazem algum beneficio a saude, além de nutrir o individuo que as consome, como
a promogédo do crescimento intestinal de Lactobacillus, benéficos ao ser humano.
Varios produtos obtidos de microalgas apresentam func¢do terapéutica, além
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de alimentar, enquadrando-se na classe de produtos denominados atualmente
como nutracéuticos. Em extensa revisdo sobre o tema, Blas-Valdivia et al. (2012)
ressaltam a existéncia de iniUmeros produtos obtidos de microalgas, especialmente
de cloroficeas, e suas respectivas a¢des nutracéuticas, destacando-se propriedades
antitumorais, anti-inflamatdrias, neuroprotetoras e antioxidante.

O uso de microalgas em cosméticos esta parcialmente relacionado as suas
propriedades como corantes naturais, mas envolvem também outros atributos,
derivados da agdo de minerais, vitaminas e outras moléculas presentes nos extratos.
Estes extratos de microalgas podem ser encontrados principalmente em produtos para
a pele utilizados como protetores solares, em produtos para o cabelo, para a prevencao
do envelhecimento da pele e na formacao de estrias (SPOLAORE et al., 2006).

12.4.2 Nutricao animal

As microalgas sdo o alimento principal de varias espécies de peixes, de
moluscos e de crustaceos em ambientes naturais. Por serem os principais produtores
primarios marinhos, as microalgas sdo fundamentais para a estruturacdo de quase
todos os ecossistemas costeiros e ocednicos. A principal utilizacdo de microalgas
em aquicultura é como fonte nutricional, podendo ser utilizada ao natural ou
adicionada a ra¢des. Também é utilizada para aumentar a colorac¢do da carne em
salmonideos ou ainda induzir outras atividades metabdlicas. O contetdo proteico
¢é o principal componente avaliado na sele¢do de microalgas para ragdo animal.
Porém, quando selecionadas para o consumo in natura, especialmente na fase
larval de organismos aquaticos, devem também apresentar tamanho e forma
adequados para serem ingeridas. Ainda sdo critérios desejaveis para a producéo
de microalgas para consumo animal a facilidade de cultivo e a inexisténcia de
metabdlitos produzidos pelas microalgas que possam apresentar um efeito toxico
nestes animais (LOURENCO, 2006; SPOLAORE et al., 2006).

O uso de microalgas na suplementacgdo de ra¢des de animais de estimacao e
também de pecuaria tem aumentado significativamente nos ultimos anos. Além
das propriedades nutricionais das microalgas, ja elencadas no caso do consumo
humano, efeitos como melhoria da pele e do pelo de animais de estimagao foram
relatados, certamente pelos mesmos efeitos nutracéuticos ja descritos para
humanos. No caso de racdes para animais de criacdo, 5 a 10% de fonte proteica
podem ser de microalgas, sem nenhuma consequéncia adversa para os animais.
Concentragdes superiores a estas, em longo prazo, podem acarretar algumas
alteracdes como as relatadas no padrao de coloragao da pele de galinhas e da gema
do ovo (SPOLAORE et al., 2006).
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12.4.3 Biocombustiveis: biodiesel, bio-hidrogénio e biomassa

Tanto ragBes animais como biocombustiveis tém como matéria-prima principal
produtos da agricultura. Este é um dos principais aspectos em que se baseiam os
criticos do uso de biocombustiveis, i.e., a competicdo por terras agriculturaveis que
deveriam prioritariamente ser destinadas a produzir alimento humano. O aumento
da demanda global por combustiveis oriundos de fontes renovaveis, motivado por
isencdes fiscais, alavancou muitas iniciativas nos setores privado e federal, objetivando
a producdo de biocombustiveis, particularmente no Brasil, Estados Unidos da América
e Europa (ERIKSEN, 2008). Em termos globais, o biodiesel europeu representou 43% da
producao mundial em 2011, sendo o maior produtor mundial de biodiesel, de acordo
com o Departamento de Energia dos Estados Unidos da América. A producdo total de
biodiesel na Europa, em 2016, foi de 11.576.000 ton (EUROPEAN BIODIESEL BOARD,
2016). A producdo de biodiesel no Brasil foi de 21.695.452 barris equivalentes de
petréleo (3.449.576.888 L ~ 4.311.971 ton) em 2014 (AGENCIA NACIONAL DE PETROLEO,
GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS, 2015). No Brasil, o Programa Nacional de Producéo
de Biodiesel foi criado em 2004 e com objetivos definidos por lei (BRASIL, 2005), tendo
concretizado o primeiro uso de 2% de biodiesel no 6leo diesel em 2009, e entdo de 5%
em 2012-13, atingindo em 2014 o percentual de 7% (AGENCIA NACIONAL DE PETROLEO,
GAS NATURAL E BIOCOMBUSTiVEIS, 2015). E interessante ressaltar outras vantagens
que resultam do uso do biodiesel, tais como aumento de empregos e coprodutos Uteis
obtidos durante o processamento desse novo combustivel tais como cerca de 110 kg de
glicerina para cada tonelada de biodiesel (BEHR et al., 2008). Essas iniciativas requerem
novos desenvolvimentos na tecnologia de biocombustiveis.

Segundo Chisti (2007), algumas microalgas chegam a ter 70% de lipidio em sua
estrutura e sdo capazes de produzir mais de 30 vezes a quantidade de dleo (por ano e
por unidade de area de terra) quando comparada com as culturas de oleaginosas. Isto
se deve ao fato de terem a duplica¢cdo da biomassa em intervalo de tempo muito curto,
a utilizacdo de um espaco fisico menor, a capacidade de serem cultivadas em zonas
ndo apropriadas para a agricultura e a menor geracdo de residuo. O grande desafio é
purificar a porgdo lipidica com as propriedades adequadas para uso como biodiesel.
Este processo ainda requer um custo energético maior do que a energia gerada.

Afim de buscar maior rendimento visando a viabilidade econémica de um sistema
energético a base de microalgas, pode-se incluir a geragdo de hidrogénio a partir de
fotobiorreatores como os mostrados na Figura 2. O desenvolvimento do processo de
separacdo temporal da fotossintese normal (evolugéo para O,) da produgdo de H, em
algas verdes, permite, hoje, a producdo sustentavel de gas hidrogénio fotobioldgico.
A base para esse método foi a diminuicdo especifica, mas reversivel da evolucdo do
oxigénio na alga verde Chlamydomonas reinhardtii sem afetar a taxa de respiragao
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mitocondrial. Isso foi obtido pela privagao de nutrientes sulfurados do meio de cultivo
das algas, i.e., em culturas seladas. Assim, foi possivel a fotoprodugao de H, pelas algas
acumulando grandes quantidades de H, na forma de bolhas produzidas diretamente no
meio de cultura. Este método serviu como importante ferramenta de teste e melhoriada
producdo de hidrogénio de algas verdes, bem como para o uso em sistemas integrados
(MELIS; MELNICKI, 2006). Cabe lembrar que o hidrogénio é considerado o combustivel
do futuro, pois é renovavel, sua fonte é inesgotavel e ndo gera nenhum poluente, além
de possuir alta capacidade energética.

E importante destacar que ha poucos trabalhos na literatura relacionados a
analise de ciclo de vida de processos que utilizam algas como fonte de biomassa
para geracdo de energia. Clarens et al. (2010) publicaram um dos trabalhos mais
importantes e informativos dos encontrados na literatura. Nesse estudo, foram
determinados os impactos associados a producdo de algas usando um modelo
de ciclo de vida estocastico e compararam com outras culturas terrestres (canola,
milho e gramineas) e os resultados indicaram que as culturas terrestres tém
menores impactos ambientais do que as algas no uso de energia, emissdes de
gases do efeito estufa e dgua, independentemente do local de cultivo. Somente em
ocupacdo total de area e potencial eutrofico, as algas foram superiores segundo
os autores. Estes resultados trazem controvérsia e mostram, portanto, os grandes
obstaculos a serem vencidos para viabilizar o uso de microalgas para geracdo
de energia, principalmente em escala industrial, como se propdem os grupos
de pesquisa e paises que buscam essa tecnologia. O artigo analisou somente o
processo de lagoas de cultivo e, para as culturas terrestres, a partir dos campos de
cultivo até a geracdo da biomassa, i.e., sem considerar muitas cogeracdes possiveis.
Um sistema de cogeracao, ou seja, um processo combinado formando mais de um
tipo de produto, devera ser a resposta para um sistema energético sustentavel a
base de microalgas.

A andlise do ciclo de vida dos sistemas fechados de producdo de biomassa de
microalgas por meio do cultivo em fotobiorreatores tubulares compactos em escala
industrial, conforme mostrado na Figura 2, para fornecimento de biocombustiveis
e geracdo de eletricidade (SILVA et al., 2015) demonstrou que: i) a utilizacdo de
PVC e aco devem ser minimizadas para reduzir o impacto ambiental e aumentar a
sustentabilidade, ii) o uso do cultivo em sistemas fechados tem potencial de causar
menos impacto que os sistemas de cultivo aberto pela baixa necessidade de area e
producao de alta densidade celular. Outra recomendacdo desse estudo consiste no uso
de adguas degradadas, como efluentes agroindustriais, para utilizacdo das microalgas
como fonte de nutrientes.

Uma analise técnica e econdmica dos biocombustiveis de microalgas pode ser
realizada a partir dos grandes investimentos feitos por varios paises recentemente.
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Por uma perspectiva politica e de investimento, importantes conclusdes podem
ser tiradas. Inicialmente, observa-se que houve crescimento de aproximadamente
400% no investimento mundial em biocombustiveis de microalgas no periodo de
2006 a 2008 (HUGGETT, 2008), e que continuou a aumentar até os dias de hoje, o
que é bastante significativo. Assim, era de se esperar que resultados concretos, dos
pontos de vista tecnoldgico e econdmico para o uso desses biocombustiveis em
futuro proximo, ja estivessem disponiveis. Isso levanta a questdo do porque isso
ainda ndo ocorreu. Stephens et al. (2010) apresentam dois argumentos para tentar
responder a essa pergunta: i) as plantas-piloto e de demonstracdao ainda estdo
abaixo da escala de viabilidade econ6mica, e ii) ndo houve tempo suficiente para a
indUstria evoluir por meio da injecdo de capital recente para a produgédo comercial
em larga escala.

Waltz (2009) conduziu trabalho investigativo junto aos maiores investidores
mundiais em pesquisa para obter biocombustivel de microalgas, que juntos somavam
USS$ 565 milhGes, os quais expressaram a opinido de que dados de laboratdrio tém sido
extrapolados inapropriadamente. Em escala laboratorial, existem varias tecnologias
disponiveis, tanto para o cultivo como para o processamento da biomassa, porém a
experiéncia pratica no desenvolvimento de sistemas de maior porte mostra que ndo
ha tempo a perder para identificar os problemas e apresentar solu¢des cientificas que
viabilizem a producdo em larga escala de biocombustivel de microalgas, tornando-a
competitiva com outros combustiveis, por meio, por exemplo, da geracdo de produtos
de alto valor agregado no processo.

12.5 Aplicacdes indiretas das microalgas

Como aplicagdes indiretas das microalgas, pode-se citar o sequestro de carbono,
tratamento de residuos, entre outras (biossensores, biofertilizantes).

12.5.1 Sequestro de carbono

Para reduzir a quantidade de didxido de carbono emitida para a atmosfera
existem duas possibilidades: a primeira é a reducdo das emissdes e a segunda é
a absorcdo do didxido de carbono produzido em excesso, também denominado
como sequestro de carbono. As microalgas podem colaborar para diminuir essas
emissdes de CO, na atmosfera, pois o CO, é aporte necessario ao processo de
fotossintese. As microalgas sdo as principais responsaveis pela absorcdo bioldgica
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do CO, atmosférico nos oceanos, que cobrem 3/4 da superficie do globo terrestre,
uma vez que estdo presentes em grande quantidade na superficie dos oceanos.
Uma parte do CO, absorvido pelas microalgas é transferida para o fundo oceénico
num processo conhecido como ‘bomba bioldgica’. Este processo, juntamente com a
difusdo direta do CO, para a dgua, impede que o aciimulo de gases do ‘efeito estufa’
seja ainda maior.

A capacidade de fixagdo bioldgica de CO, pelas microalgas apresenta ainda
grande potencial de aplicacdo biotecnoldgica. Recentemente foi desenvolvido
um sistema integrado para tratamento de emissdes e efluentes simultaneamente
(VARGAS et al.,, 2013). Esse equipamento consiste em fotobiorreator tubular
modular para o cultivo de microalgas capaz de funcionar em modo batelada,
semicontinuo ou continuo. Nas condi¢des de operagdo para as quais o equipamento
foi desenvolvido, as microalgas contribuem para a remocao de poluentes tais
quais fontes de nitrogénio e fosfato, bem como CO, e NO, presente nas emissdes.
O sistema pode ser usado de forma integrada ao tratamento de residuos animais
em sistemas produtivos agricolas, tais como a suinocultura e bovinocultura,
tratando os efluentes de biodigestores e purificando o biogas pela remogédo de CO,.
O sistema é capaz de: i) agregar valor ao tratamento dos residuos pela produgéo
de biomassa de microalgas, ii) fornecer biogas com teores de metano maiores que
95%, iii) fornecer agua Conama, classe 3 (CONAMA, 2005), iv) fixar o CO, proveniente
do uso do biogas em sistemas geradores de eletricidade. A caracteristica modular
do equipamento, conforme mostra a Figura 3, permite diversas configuracdes
possiveis para atender diferentes demandas da industria. Uma caracteristica dos
fotobiorreatores desenvolvidos consiste na presenca de um sistema de trocas
gasosas, compacto e eficiente e, dessa forma, podem ser aplicados para a fixagdo
de CO, de diversos processos industriais como sistemas de incineracdo, grupos
geradores, cimenteiras, entre outros.

12.5.2 Tratamento de residuos

Outra aplicagdo das microalgas é no tratamento de aguas residuais. As
aguas residuais que resultam das atividades humanas incluem detergentes,
6leos, pesticidas e metais pesados, entre outros constituintes. Estes compostos
sdo substancias consideradas perigosas, pela sua alta toxicidade e devem ser
retirados do meio ambiente. As microalgas fornecem 0, as bactérias, tornando
a sua atividade de degradacdo bioldgica mais eficiente, removem nutrientes,
como nitrogénio e fosforo, responsaveis pelos processos de eutrofizacdo de
meios hidricos, além de removerem alguns metais pesados e micro-organismos
patogénicos.
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Figura 3 - Sistema de tratamento de efluentes e emissdes pelo cultivo de microalgas em
fotobiorreatores tubulares compactos e modulares: (A) Desenho de um mdédulo, (B) Dimensdes
ajustaveis de cada médulo, (C) Visdo de um arranjo de reatores arranjados de modo compacto,
(D) Detalhes do sistema de injecdo de ar e gases.

Fonte: Os autores.

Os processos produtivos sdo carentes de metodologias eficientes para tratamento
de efluentes. Infelizmente, na maior parte das vezes, os residuos sdo descartados
diretamentenoscorposhidricos provocandograndesproblemasambientais. Aproducdo
de proteina animal acarreta em grandes produgées de residuos pelo alto adensamento
das unidades produtivas. O Brasil tem produzido acima de trés mil toneladas de carne
suina por ano, ocupando a posicdo de quarto produtor mundial. Em média, um animal
entre 25 e 100 kg produz cerca de 7 kg de dejetos por dia e quando se considera que
o rebanho brasileiro de suinos atingiu, em 2013, a marca de 36,7 milhGes de cabecas
pode-se ter uma ideia da quantidade de residuos produzida (ASSOCIACAO BRASILEIRA
DE PROTEINA ANIMAL, 2015). O dejeto suino é um dos residuos agroindustriais
mais poluentes existentes, e caso ndo seja processado adequadamente, as altas
concentracdes de matéria organica, fosforo e nitrogénio podem causar inimeros
problemas como a contaminagao de solos e mananciais subterraneos, volatilizagao de
amonia e degradacdo de solos férteis devido a superfertilizagdo dos mesmos (KRAPAC
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et al., 2002). O recomendado para o tratamento desse material consiste no uso de
biodigestores para reducdo da carga organica e aproveitamento do biogas. Entretanto,
o efluente do biodigestor apresenta altas cargas de nitrogénio e fosforo total cujo
destino adequado ainda é uma incdgnita.

As microalgas sdo capazes de tratar com eficiéncia o residuo altamente poluente
da suinocultura, bem como outros residuos agroindustriais. O rapido crescimento das
microalgas em sistemas de cultivo permite o rapido aproveitamento dos nutrientes
presentes no meio de cultivo fornecendo ao final do processo a biomassa de microalgas
e adgua tratada (TAHER, 2013).

12.5.3 Outras aplica¢des de microalgas

As microalgas podem ainda ser utilizadas como biossensores para a avaliacdo de
contaminacdo em ambientes aquaticos. Ferro et al. (2012) selecionaram trés microalgas
para uso como bioindicadores de toxicidade: Chlorella vulgaris, Pseudokirchneriella
subcapitata e Chlamydomonas reinhardtii. Estas microalgas foram imobilizadas em
hidrogéis de alginato e silica e expostas a varias concentragGes do herbicida atrazina.
AlteracGes celulares foram detectadas e os autores propdem a utilizagdo deste sistema
para monitorar bacias hidrograficas proximas de ambientes com alta incidéncia de
utilizacdo de herbicidas como a atrazina e outros agrotdxicos.

Biofertilizantes estdao sendo desenvolvidos a base de microalgas, especialmente
para culturasde agriculturaintensiva. Recentemente aempresa Bioalgal Marine, spin-off
da Universidade de Almeria, na Espanha, langou no mercado um produto denominado
Algafert, que é a mistura da microalga Spirulina, dgua e enzimas. A referida mistura é
aquecida e, ao atingir certa temperatura, rompe as microalgas e libera aminoacidos.
Quando este fertilizante é fornecido a planta, seu crescimento ocorre muito mais
rapido (FLORES, 2008).

Considerando a diversidade bioldgica das microalgas e as espécies ainda
desconhecidas, certamente novos produtos e novas aplicacdes a base de microalgas
serdo descritos no futuro.

12.6 Melhoramento genético

Atingindo-se as condi¢Oes Gtimas de cultivo das microalgas, o aumento da
produtividade de biocombustiveis, biomassa ou qualquer outro bioproduto sé
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poderd ser atingido com o melhoramento genético destes organismos. Desde os
tempos primitivos, o homem tem procurado os melhores recursos disponiveis para
sustentar a vida humana no planeta. Desenhos rupestres de civiliza¢gdes antigas
confinando gado e selecionando os melhores individuos para obter a melhor prole
possivel confirmam que o melhoramento genético era executado intuitivamente
por seres humanos, muito antes de qualquer conhecimento formal de genética e
hereditariedade. O potencial de melhoramento genético das microalgas é enorme,
ha muitos esforcos neste sentido, e nas Gltimas décadas muitos avancos foram
alcangados.

O melhoramento genético de micro-organismos antes da era -omica: era
realizado exclusivamente pela selecdo de melhoresisolados na natureza, selecao de
mutantes espontaneos, obtencdo de mutantes com o uso de agentes mutagénicos
como a luz ultravioleta e o acido nitroso, e ainda mecanismos de recombinacio,
como o ciclo sexual, para combinar caracteristicas favoraveis em uma mesma
linhagem. O caso de maior sucesso de melhoramento genético de um micro-
organismo utilizando estas técnicas, denominadas de classicas, foi a producdo
de penicilina a partir do isolado fungico de Penicillium notatum de Fleming. A
selecdo de cepas melhores isoladas na natureza (P.chrysogenum) e basicamente a
selecdo de mutantes espontaneos ou induzidos com o uso de agentes mutagénicos
fisicos e quimicos gerou aumento sem precedentes na producdo de penicilina
durante os mais de 60 anos de aplicagdo destas estratégias de melhoramento
genético. Apds o sequenciamento do genoma deste fungo (VAN DEN BERG et al,,
2008), cepas industriais foram comparadas com linhagens selvagens e, apesar de
varios mutantes apresentarem modificacbes em genes diretamente relacionados
a sintese de penicilina, outras modificacGes genéticas foram selecionadas ao
longo destas décadas de melhoramento genético. Este conhecimento abriu novas
possibilidades de melhoramento genético para a producdo de penicilina, porém,
desta vez por estratégias de engenharia genética. Com este modelo foi possivel
verificar que muitas vezes alteracdes em genes indiretamente relacionados a um
produto podem resultar em ganho de produtividade. Esta estratégia podera ser
aplicada para microalgas.

As ferramentas de engenharia genética disponiveis para outros organismos
como fungos e plantas foram adaptadas para microalgas, e um nimero quase
ilimitado de alternativas de melhoramento genético utilizando estas ferramentas
pode ser realizado atualmente. Estas técnicas permitem a transformacdo genética
do DNA presente no ndcleo (no caso das microalgas eucaridticas), e também do
DNA presente nos cloroplastos e nas mitocondrias. Estratégias incluindo o aumento
do nimero de cépias de um gene, aumento ou diminui¢do da expressdo de um ou
mais genes, e ainda a expressdo de genes heterdlogos, selecionados a partir de
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outras espécies, sdo possiveis para varias espécies de microalgas. Basicamente,
deve-se fazer a clonagem do DNA de interesse em vetores a serem inseridas em
microalgas, seguido de selecdo dos transformantes através de meios seletivos
(SPECHT; MIYAKE-STONER; MAYFIELD, 2010).

Uma variedade de métodos de transformacdo tem sido usada para transferir
DNA para as células de microalgas, incluindo agitacdo na presenca de pérolas de
vidro ou cristais de carboneto de silicio para permitir a permeabilidade da parede
celular, a eletroporacdo, a biobalistica e a transferéncia mediada por Agrobacterium
tumefaciens. A eficiéncia da transformacdo é dependente da espécie e do método
de transformacao utilizado para cada microalga. Em muitos casos, a transformacao
resultou em expressado estavel do gene alvo, tanto do nicleo como das mitocondrias
ou dos cloroplastos. O sucesso na transformacdo genética tem sido relatado para
algas verdes (Chlorophyta), vermelhas (Rhodophyta) e pardas (Phaeophyta);
para diatomaceas (Chrysophyta); euglenas (Euglenophyta) além das algas azuis
(Cyanophyceae) (RADAKOVITS et al., 2010).

O conhecimento gerado pelo sequenciamento do genoma de algumas
espécies de microalgas, como Chlamydomonas reinhardtii (MERCHANT et al., 2007),
considerada um organismo modelo em biologia, permitiu maior conhecimento
dos processos bioldgicos complexos, incluindo aqueles relacionados a producéo
de biocombustiveis como o bio-hidrogénio. Alguns genes-alvo foram identificados
e selecionados para o melhoramento genético (DUBINI; GHIRARDI, 2015), mas
outros genes relacionados com a producado de hidrogénio ainda sdo desconhecidos
(TOEPEL et al., 2013). Todos os trés genomas (cloroplasto, mitocondrial e nuclear)
podem ser transformados em Chlamydomonas, e cada um tem particularidades
que os tornam distintos (SPECHT; MIYAKE-STONER; MAYFIELD, 2010). Além disso,
a vantagem de possuir um ciclo sexual bem conhecido e rapido, que leva cerca de
duas semanas, permite a combinacdo de mutacdes favoraveis em uma estirpe de
Chlamydomonas, por meio de metodologia de genética classica. As modificacGes
genéticas sdo consideradas atualmente a grande promessa que podera levar a um
cenario economicamente viavel para a producdo de energia limpa e bioprodutos
por microalgas.

12.7 Modelagem matematica e simulagdo computacional

A dificuldade de obten¢do do combustivel renovavel (e.g., etanol, biodiesel)
em compara¢do com o combustivel féssil, obtido diretamente por extracdo
mineral, requer a previsdo de sistemas eficientes energeticamente para atender a
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demanda energética, que reduzam a demanda de combustivel para realizar seus
propdsitos. Os sistemas de cogeracdo, trigeracdo ou multigeracdo visam atingir
esse objetivo. A melhoria, otimizagdo e controle de sistemas desse tipo é um
aspecto crucial para a obtencdo de bons resultados. Uma analise tedrica de um
sistema energético, para ser confiavel, deve ser capaz de capturar os aspectos
‘realisticos’ dos processos de transferéncia de calor e massa que ocorrem na
instalagdo. Varios estudos modelaram esses aspectos usando o método da
minimizacdo da geracdo da entropia ou otimizacdo exergética (VARGAS; PARISE,
2000; MATOS et al., 2004), que busca modelos matematicos realisticos que levam
em consideracdo as irreversibilidades dos escoamentos e dos processos de
transferéncia de calor e massa. Portanto, a modelagem matematica e simulagdo
computacional de um sistema energético se constitui em uma etapa vital para
acessar o potencial de aplicacdo do sistema antes da realizacdo de investimentos
financeiros.

O fluxograma mostrado na Figura 4 apresenta uma metodologia que tem
sido largamente utilizada para a modelagem matematica dindmica de sistemas
fisicos (DILAY et al., 2015). Primeiramente escolhe-se o tipo de modelagem a
adotar (ordem alta: dependéncia espacial e temporal, ordem baixa: dependéncia
temporal apenas ou ordem reduzida: modelo intermediario) e identifica-se o
sistema fisico que serd estudado (existente ou hipotético) na etapa 1. Na etapa 2, é
feita uma sintese, em que sdo adotadas hipdteses simplificadoras a fim de reduzir
a um minimo a complexidade matematica do modelo, porém sem deixar de
captar os fendmenos fisicos principais responsaveis pela ocorréncia do processo
ou funcionamento do equipamento, em que é necessaria a percepgdo ou ‘arte’
do modelador. Na etapa 3, é desenvolvido um modelo matematico com base nas
hipdteses adotadas e nas leis fisicas que governam o sistema, resultando em um
conjunto de equacgdes algébricas, diferenciais ordinarias ou parciais. Na etapa
4, decide-se quais serdo as incdgnitas e os parametros do modelo matematico,
verificando se é possivel uma solu¢do analitica e, caso negativo, decide-se sobre
qual método numérico sera utilizado para obter a solu¢do do equacionamento.
Na etapa 5, decide-se sobre o cddigo computacional a ser empregado para a
implementacdo do método numérico, que pode ser um programa computacional
proprio, ou um aplicativo pré-existente, que permitirad a simulagdo do sistema.
A etapa 6 ¢é a de ajuste e validagdo experimental do modelo, nesta ordem, que
permite verificar a precisdao dos resultados e, consequentemente, seu uso
pratico posterior como ferramenta de simulacdo. A etapa 7 consiste da aplicacdo
do modelo, verificando se o equipamento ou processo atende aos objetivos
inicialmente propostos através da andlise de desempenho, paramétrica, e
resposta dindmica, tal que em caso negativo, o sistema seja repensado e um novo
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modelo seja escrito, e em caso positivo, o0 modelo estard pronto para uso em
projeto, controle e otimizacao.

Generalizando, um modelo matematico é concebido para permitir simular a
resposta ou comportamento de um sistema real em um computador, que permite
calcular a distribuicdo espacial e temporal de uma grandeza fisica qualquer dentro
do sistema fisico em estudo (e.g., temperatura, umidade relativa, concentracéo
de espécies). Estas distribuicGes sdo determinadas pelas condi¢des do ambiente
externo, fluxo de fluidos, geometria do sistema fisico, e termos de geragdo interna
do sistema.

Muitos modelos matematicos para prever o crescimento de microalgas em
fotobiorreatores tém sido propostos (XU; BOEING, 2014). Como exemplo de avanco
recente, cita-se um modelo matematico apresentado por Kava-Cordeiro e Vargas (2015)
para contemplar inclusive a possibilidade de modificacdo genética em microalgas para
melhorar algum aspecto de interesse (e.g. aumento de conteldo lipidico, producéo de
bio-hidrogénio).

12.8 Producdo de microalgas em larga escala: Principais espécies de
microalgas em uso industrial

Dentre as espécies de microalgas mais utilizadas no mundo podem ser citadas:
Chlorella sp. e Spirulina utilizadas como nutracéuticos; Dunaliella salina como fonte
de caroteno; Haematococcus pluvialis para producdo comercial de astaxantina e
Scenedesmus sp. para tratamento de efluentes e biorremediacdo (AZEREDO, 2012;
BOROWITZKA, 2013).
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Sistema original ou o “Nada”

1. O que vai ser modelado?
(e.g., equipamento ou processo)

2. Sintese (diagramas simples)

3. Modelo matematico

4. Solucgdo analitica ou numérica

5. Codigo computacional

6. Ajuste e validacdo experimental

NAO Bom?
SIM
7. Aplicacao
|
NAO Bom?
SIM

Projeto e otimizagéo

Figura 4 - Fluxograma para modelagem e simulagdo de sistemas fisicos
fonte: Dilay et al. (2015).
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12.8.1 Scenedesmus sp.

A microalga eucaritica Scenedesmus sp., encontrada em praticamente todos
os tipos de agua doce, é amplamente utilizada na producdo de biomassa e na
biorremediacdo de efluentes. Esta espécie tem demonstrado extraordinaria vitalidade
nas aguas residuais urbanas, registrando taxas de crescimento semelhantes as
relatadas por meio sintético completo. Tolera diferentes niveis de temperatura e de
pH, tornando-se versdtil para a purificacdo de aguas residuais. Entre as microalgas,
esta espécie apresenta diversas caracteristicas desejaveis para a combinacdo eficiente
e econdmica da fixacdo de CO,, tratamento de efluentes e sintese de lipideos para a
producdo de biocombustiveis (TANG et al., 2011).

12.8.2 Spirulina

Espécies de Spirulina, que sdo cianobactérias, tém sido amplamente utilizadas na
suplementacdo alimentar humana e animal, assim como na obtencao de compostos
utilizados em férmulas farmacéuticas. Esta microalga é rica em proteinas, vitaminas,
aminoacidos essenciais, minerais, acidos graxos polinsaturados e outros nutrientes.
Ela cresce em agua com niveis alcalinos de pH, e pode ser facilmente recolhida e
processada. Esta espécie ganhou popularidade significativa na industria de alimentos
em muitos paises da Asia, sendo utilizada como suplemento alimentar. Uma das
principais barreiras para a producdo de Spirulina é o custo e disponibilidade dos
nutrientes. Contudo, existe a alternativa de usar fontes de nutrientes organicos,
especialmente a partir de efluentes (BOROWITZKA, 2013).

12.8.3 Chlorella sp.

A microalga Chlorella é um organismo unicelular, esférico com 2,0 - 10,0 um de
didmetro. Esta microalga é encontrada tanto em agua doce de lagoas e lagos quanto
em ambiente salino. Elas também sdo encontradas em solo imido ou outras situacdes
Umidas, como a superficie de troncos de arvores, potes de dgua e paredes midas. As
aplicaces desta espécie vao desde a alimentacdo humana para aplicagcbes em viagens
espaciais até a geracdo de bioenergia. Illman, Scragg e Shales (2000) estudaram a
composicao de cepas de Chlorella sp. cultivadas em meio com baixa concentracao
de nitrogénio e concluiram que essas microalgas podem ser utilizadas como fonte de
matéria-prima para producdo de biodiesel. Xu, Miao e Wu (2006) também obtiveram
sucesso na producado de biodiesel a partir de cultivos de Chlorella sp.
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12.8.4 Dunaliella salina

Dunaliella salina é uma microalga marinha verde, fonte natural de antioxidantes
como B-caroteno e luteina, que tem sido utilizada como suplemento alimentar com
fungdo nutracéutica. O B-caroteno produzido a partir de D. salina foi o primeiro produto
de alto valor agregado a ser comercializado (BOROWITZKA, 2013). Em condicOes
ambientais extremas, com a limitagcdo de nutrientes, baixas temperaturas, aumento da
intensidade de luz, ou altas concentracSes de sal, essa espécie apresenta alteracdes
morfoldgicas e bioquimicas concomitantes com suas estratégias de sobrevivéncia
(GOMEZ; GONZALEZ, 2005).

12.8.5 Haematococcus pluvialis

Haematococcus pluvialis € uma microalga verde unicelular biflagelada que em
condi¢Oes de estresse acumula astaxantina e lipideos em grandes concentracdes
(GRUNEWALD; HIRSCHBERG; HAGEN, 2001). Diversos estudos sobre a producdo de
acidos graxos e de astaxantina a partir de H. pluvialis ja foram realizados (BOROWITZKA,
2013). A capacidade desta microalga de sobreviver em uma ampla gama de condicoes
ambientais, juntamente com a sua capacidade de modificar de maneira eficaz o seu
metabolismo lipidico em resposta a diferentes condi¢Bes de cultura, a torna um
organismo interessante quando o foco é a producdo de biomassa. As células vegetativas
desta espécie crescem de maneira 6tima mesmo com baixa irradiagdo.

12.9 Cultivo de microalgas em larga escala: Sistemas de producao

As microalgas podem ser cultivadas em diferentes sistemas, em volumes que
variam desde poucos litros até bilhGes de litros. Para viabilizar qualquer processo de
cultivo de microalgas em larga escala, destaca-se a necessidade de um sistema com
elevada produtividade por area ocupada, baixo custo de instalagdo e de operagdo. Para
desenvolver tal sistema, é necessario compreender o processo de cultivo de microalgas
e conhecer os principais sistemas existentes. A biodiversidade destes organismos
representa uma importante caracteristica tecnoldgica, possibilitando o cultivo de
diferentes géneros e espécies em uma ampla faixa de condi¢Oes operacionais. Em
geral, os sistemas de producdo sdo pouco sofisticados, com sistemas de cultivo a céu
aberto em tanques com fundo de terra e com baixo ou nenhum controle dos parametros
ambientais.
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Recentemente equipamentos especificos, denominados fotobiorreatores (FBR),
foram desenvolvidos para o cultivo de microalgas nos quais é possivel algum controle
dosparametrosde crescimento. Estes sistemastémapresentado elevada produtividade,
viabilizando a producdo em larga escala de microalgas. Definem-se fotobiorreatores
como sistemas utilizados para o desenvolvimento de reacdes fotossintéticas,
baseando-se em processos naturais em que o metabolismo fotossintético dos micro-
organismos converte energia solar, agua e CO, em produtos como oxigénio, hidrogénio,
lipidios, carboidratos e proteinas. Consequentemente, estes processos necessitam de
sistemas de iluminagdo, trocadores de gases (adicdo de CO, e remocao de 0,), adi¢do
de nutrientes e até controle de temperatura, dependendo das condi¢cGes ambientais.

Os fotobiorreatores fechados oferecem 6tima estrutura, pois sdo caracterizados
por elevada eficiéncia fotossintética associada a um preciso controle das variaveis
operacionais, com destaque para menor risco de contaminacdo, e permitem a
manutencdo de um ambiente fisico-quimico estavel com controle de evaporacio, pH
e nutrientes. Considerando a utilizacao de microalgas geneticamente modificadas, os
FBRs sdo o sistema mais adequado, pois minimizam o risco de contaminacdo bioldgica
do ambiente por estes organismos. Além disso, os FBRs podem ser instalados em terras
degradadas ou até mesmo em desertos, bastando apenas que haja luz, nutrientes,
gas carbdnico e agua, que pode ser até mesmo salgada ou imprdpria para consumo
humano ou animal.

Por outro lado, a construcdo dos FBRs fechados apresenta custos mais elevados
do que lagoas de cultivo, por exemplo, uma vez que necessitam de materiais
transparentes, sdo mais complexos operacionalmente e sao de dificil escalonamento.
Ha a necessidade ainda de muita pesquisa e desenvolvimento a fim de aperfeicoar e
melhorar os sistemas existentes para que sejam aplicados em escala industrial. Alguns
desafios técnicos sdo aumentar a velocidade de fotossintese e de produtividade de
biomassa, reduzir os danos celulares devido a estresse hidrodindmico, bem como
reduzir os custos de fabricacdo, operacao e manutencao dos FBRs.

12.10 Questdes comerciais associadas a producio de microalgas

A questao de producdo comercial consiste principalmente em capital inicial de
investimento. Partindo-se de um cenario de producgdo de biomassa de microalgas
a partir de varios fotobiorreatores, a escala de producdo admite a utilizacdo de
equipamentos mais eficientes para a realizacdo da separacdo da biomassa e
processamento sequencial. O acoplamento de operacdes unitarias permite a selecdo
de equipamentos com menor valor de capital, menor consumo energético e menor
custo de manutencao.
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Atualmente, produzir biodiesel de soja apenas ndo viabiliza a producao do
biocombustivel. Quando se considera toda a cadeia produtiva da soja percebe-se que
é possivel obter lucro com a comercializa¢do do biodiesel de soja em complementacdo
a producdo de farelo. Para as microalgas a realidade é a mesma. Somente o biodiesel
de microalgas ndo vai sustentar um empreendimento como esse. Contudo, vale
ressaltar que o biodiesel serd a menor fonte de renda para a cadeia produtiva das
microalgas. Os lipideos acumulados pelas microalgas sdo classificados de acordo com
o ndmero de carbono. Acidos graxos com cadeia de 14-20 carbonos sdo utilizados
na producdo do biodiesel, enquanto aqueles com cadeias maiores sdo usados como
suplementos alimentares como, por exemplo, o acido eicosapentaenoico (EPA) e o
acido docosaexaenoico (DHA) (YEN et al., 2013).

Além dos lipideos, as microalgas possuem outros metabdlitos de valor agregado
como, por exemplo, carboidratos, proteinas e pigmentos que podem ser refinados e
comercializados com diferentes aplicaces. Os carboidratos sdo um dos compostos
das microalgas com maior importancia (YEN et al., 2013). Esses compostos possuem
alto valor agregado, com diversas aplica¢Bes nas indUstrias alimenticias, cosméticas,
téxteis, lubrificantes, entre outras (ARAD; LEVY-ONTMAN, 2010). Alguns exemplos s&o
a comercializagdo de suplementos alimentares a base de Chlorella e Spirulina (US$ 10
- 50/kg), B-caroteno (USS 320 - 3.200/kg), ficobiliproteinas (US$ 16/mg), astaxantina
(USS$ 10.000/kg), 6leo rico em acido docosahexaenoico (US$ 60/g), entre outros. Desta
forma, deve-se explorar toda a potencialidade fornecida pela biomassa de microalgas.
Além disso, outro ponto muito importante a respeito dos biocombustiveis é o custo do
petréleo. Sempre que a cotagdo do barril estiver baixa, as vantagens econémicas dos
combustiveis renovaveis diminuem.

12.11 Conclusoes

Baseado na argumentacdo apresentada ao longo deste capitulo, no momento
atual de possivel futura escassez de recursos energéticos e alimentares para manter
os padrdes de vida da sociedade humana, é razoavel pensar que as microalgas
poderdo trazer possivel solucdo para um mundo sustentavel. Enfim, elas foram os
organismos que transformaram as condi¢Bes indspitas de nosso planeta em um
ambiente favoravel a vida como a conhecemos atualmente. De fato, as microalgas se
reproduzem rapidamente, sdo as maiores fixadoras de CO, do planeta, e estdo na base
da cadeia alimentar. Elas geram enormes quantidades de biomassa, portanto, sao os
maiores armazenadores de bioenergia conhecidos, e tém o potencial para suprir a
energia necessaria a manutengdo de uma sociedade humana sustentavel, de forma
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ambientalmente correta, por se tratar de energia renovavel. Com a presenca de sistemas
multigeradores e de remediacao ambiental acoplados ao cultivo de microalgas, espera-
se ser possivel um desempenho superior do uso de microalgas em comparagdo com
culturas terrestres em todos os pontos de vista, bem como buscar tornar as microalgas
comercialmente competitivas na producgdo de biocombustiveis e outros produtos de
alto valor agregado. No entanto, n3o se trata de um objetivo facil de ser atingido. Ha
grandes desafios tecnoldgicos a serem vencidos para viabilizar a utilizagdo industrial
das microalgas com todos os recursos que podem ser obtidos destes pequenos, porém
versateis organismos.
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CAPITULO X111

Nanotecnologia e micro-organismos

Adriana Garcia, Luiz Fernando Cética, Paula Nunes de Oliveira, Sandro Augusto Rhoden

13.1 Introducao

O prefixo ‘nano’, derivado do grego ‘nanos’ que significa ‘ando’, esta se tornando
cada vez mais comum na literatura cientifica. ‘Nano’ tornou-se um rétulo muito popular
em grande parte da ciéncia moderna. Muitas palavras ‘nano’ surgiram recentemente,
incluindo: nandmetros, nanoescala, nanociéncia, nanotecnologia, nanoestrutura,
nanotubos, nanofios, nanoparticulas e nanorob6s. Muitas palavras que ainda ndo
sdo amplamente reconhecidas ja estdo sendo utilizadas em publica¢Ges respeitadas
e tradicionais das diferentes areas do conhecimento, tais como da microbiologia,
genética, bioquimica e quimica, entre outras afins. Estas incluem nanoelectrénica,
nanocristais, nanovalvulas, nanoantenas, nanocavidades, nanofibras, nano-ima3s,
nanoporos, nanomatrizes, nanolitografia, nanousinagem, nanoencapsulacao etc.

13.2 A nanoescala

0 que é ‘nano’? Ainda ndo é possivel apresentar uma resposta definitiva a
esta questdo. O ‘nano’ é um termo popular em areas emergentes da ciéncia e da
tecnologia atual. O estudo de sistemas em escala ‘nano’ métrica tem atraido a atencdo
de pesquisadores de todas as ciéncias da vida, da fisica a quimica, da biologia as
engenharias.

A escala nanométrica é convencionalmente definida como o intervalo que vai
de 1 a 100 nm. Um nandmetro é um bilionésimo de um metro (10°™, Este intervalo
de tamanhos é normalmente definido com um limite inferior de 1 nm para se evitar
atomos individuais ou sistemas muito pequenos. O limite superior € normalmentede
100 nm, mas isto é um limite flexivel; muitas vezes objetos com dimensdes maiores (até
200 ou 300 nm) sdo definidos como nanomateriais. Entretanto, a ciéncia do ‘nano’ ndo é
apenasaciénciado pequeno, mas a ciéncia em que materiais com pequenas dimensées
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apresentam novos fendémenos, denominados coletivamente de efeitos quanticos, que
sdo dependentes do tamanho e que sao muito diferentes das propriedades de materiais
em escala macro. Portanto, a ciéncia do ‘nano’ é baseada no estudo de materiais que
apresentam propriedades funcionalidades e fendmenos notaveis devido a influéncia
de suas pequenas dimensoes (Figura 1).

1nm

Figura 1 - Comparacdo entre as dimensdes de um atomo e um nanémetro.

Fonte: Os autores.

13.3 O que é um nanomaterial?

Um nanomaterial é um objeto que tem pelo menos uma dimens&o na escala
nanométrica. Os nanomateriais sdo classificados de acordo com as suas dimensdes,
como mostrado na Tabela 1.

Tabelal - Classificagdo dos nanomateriais de acordo com as suas dimensaoes.

Dimensdo Exemplos

Todas as 3 dimensées < 100 nm nanoparticulas, pontos quanticos, nanocapsulas
2 dimensdes < 100 nm nanotubos, nanofibras, nanofios

1 dimensdo <100 nm filmes finos, camadas, revestimentos

Fonte: Os autores.

Um aspecto importante a ser notado é a dimensdo do ‘nano’ quando
comparado com outros sistemas. Os nanomateriais sdo maiores do que os atomos
individuais, mas menores que as bactérias e células. E Gtil para se usar uma escala,
como a mostrada na Figura 2, onde se pode visualizar a relagdo entre materiais
‘grandes’ e nanomateriais.
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Figura 2 - Comparagdo entre ‘nano-objetos’ e ‘grandes-objetos’.

Fonte: Os autores.

Outros bons exemplos:- As nossas unhas crescem a uma taxa del nanémetro por
segundo; - O didmetro da cabeca de um alfinete é de cerca de 1 milhdo de nanémetros;-
Odidametrode umfio de cabelo humano é de cerca de 80 mil nandmetros;-uma molécula
de DNA tem largura de cerca de 1-2 nandmetros;-o transistor de um processador

Pentium Core Duo de Ultima geracdo tem dimens&es de 45 nanémetros.

13.4 0 que torna o ‘nano’ especial?

A primeira pergunta que alguém que ndo é familiarizado com o ‘nano’ mundo
faz é ‘porque os nanomateriais sdo tdo especiais?’ A principal vantagem desta escala
detamanho éagranderelacdo areasuperficial/volume exibida pelos nanomateriais.
Como consequéncia, isto traduz-se numa reatividade da superficie do nanomaterial
muito elevada com a superficie dos outros materiais que estdo a sua volta. Esta é a
situacdo ideal para aplicacGes de catalise ou de sensores, por exemplo. Além disso,
0s materiais em nanoescala apresentam dimensbes compativeis com sistemas
biolégicos como, por exemplo, as proteinas que possuem tamanhos de 1-20 nm
e o DNA que tem diametro de aproximadamente 2,5 nm. Ainda, os nanomateriais
sdo candidatos promissores para aplicacgdo de componentes artificiais no
interior de células (que tem didmetros de aproximadamente 10.000-20.000 nm)
para diagnosticar/combater doencas, enfermidades, virus etc. Outro beneficio
importante advindo dos nanomateriais é a capacidade de variar suas propriedades
fundamentais (por exemplo, magnetizagdo, propriedades dpticas (cor), ponto de
fusdo, dureza etc.) em relacdo aos materiais a ‘grandes’ sem nenhuma mudanca na
composicdo quimica.
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13.5 Da nanociéncia a nanotecnologia

Embora exista muito entusiasmo atualmente sobre o uso dos nanomateriais, na
verdade n3o ha nada de novo na nanociéncia. As primeiras civilizacdes ja utilizavam
materiais em nanoescala para uma variedade de aplicacoes. Por exemplo, os Maias
utilizavam uma argila de silicato de aluminio e magnésio denominada paligorsquita,
que continha canais nanométricos que eram preenchidos com agua. As civiliza¢des
mesopotamicas usavam vidros coloridos para aplicagdes decorativas. Estes vidros
continham nanoparticulas metalicas incorporadas.

0 ganhador do prémio Nobel de Fisica, Richard Feynman, proferiu o que é
considerado a primeira palestra a respeito das aplicagoes para materiaisem nanoescala.
Sua palestra, intitulada ‘Ha muito espaco la em baixo’ foi proferida em 29 de dezembro
de 1959, nareunido anual da Sociedade Americana de Fisica, no campus da Caltech. Sua
palestra continha referéncias a um mundo futuro que até aquele momento nunca tinha
sido imaginado. Feynman apontou que a concepc¢do de materiais dtomo por atomo
era uma possibilidade real, desde que ndo violasse as leis fisicas. Ele também previu
algumas realiza¢bes de ficcdo cientifica como escrever os 24 volumes da Enciclopédia
Britanica na cabeca de um alfinete e, ainda mais surpreendentemente, a reproducao
completa de todos os livros ja produzidos dentro de um pequeno panfleto de menos
de 40 paginas.

O primeiro uso do termo ‘nanotecnologia’ é atribuido a Norio Taniguchi que
cunhou este termo, em 1974, na Conferéncia Internacional sobre Engenharia de
Precisdo (ICPE). Sua definicdo se referiu a ‘tecnologia de producdo para se obter
ultra-alta precisdo e dimensdes ultrafinas, ou seja, precisao e espessurada ordem
de 1Inm’.

Embora tenham sido sugeridas muitas definicdes para a nanotecnologia, a Nasa
sugeriu recentemente uma descricao mais completa: ‘a criacdo de materiais funcionais,
dispositivos e sistemas através do controle da matéria em escala nanométrica (1-100
nm) e a explora¢do de novos fendmenos e propriedades (fisica, quimica e bioldgica)
nesta escala de comprimento’.

Apesar de Feynman ter popularizado a nanotecnologia, a sua influéncia nao
conduziu diretamente a concep¢do de materiais em nanoescala. Um progresso rapido
da nanotecnologia sé ocorreu apds a chegada de instrumentacdo sofisticada, capaz
de visualizar e manipular materiais em escala nanométrica. Na década de 1980, a
microscopia de varredura por sonda (SPM) foi desenvolvida. Isto permitiu aos cientistas
atenderavisdo de Feynman de localizar atomos individuais em torno de uma superficie.
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O prémio Nobel de Fisica de 1986 foi concedido a Gerd Binnig e Heinrich Rohrer
em honra ao seu projeto do microscépio de tunelamento (STM). Eles dividiram o prémio
com Ernst Ruska, o inventor do primeiro microscopio eletronico, outra ferramenta
essencial para o estudo moderno de nanomateriais. Na verdade, a resolucdo dos
microscopios eletrénicos modernos agora é suficientemente elevada para proporcionar
imagens de atomos individuais. Estes microscopios sdo na maioria das vezes equipados
com detectores que sdo capazes de determinar a composi¢do quimica e/ou estado de
oxidagdo dos atomos da superficie.

13.6. Nanoparticulas

Uma nanoparticula é um nano-objeto com dimens&o 0 (0D) no qual todasas
dimensdes lineares caracteristicas sdo da mesma ordem de grandeza (ndo maisque
100 nm). Por isso, na maioria das vezes, as nanoparticulas possuem forma de
esferoides.

As nanoparticulas sdo parte essenciais do nosso meio ambiente, da ciéncia
modernaedaaltatecnologia. As nanoparticulas representam uma ponte entre materiais
‘grandes’, moléculas e estruturas em nivel atdmico. Elas podem ser consideradas como
pseudomoléculas gigantes que tém um nucleo e uma ‘casca’ e, muitas vezes, grupos
funcionais externos (Figura 3).

Por exemplo, nanoparticulas metdlicas tém diferentes propriedades fisicas e
quimicas de particulas metélicas grandes como pontos de fusdo mais baixos, areas
superficiais especificas maiores, propriedades Opticas especificas, magnetizacdes
especificas etc. Estas propriedades sdo muito atraentes para varias aplicacdes
industriais. Em particular, as propriedades dpticas sdo muito exploradas. Por exemplo,
uma nanoparticula de ouro de 20 nm tem uma cor de vinho tinto caracteristica. Uma
nanoparticula de prata é cinza amarelado. Nanoparticulas de platina e paladio séo
negras.

Um outro exemplo sdo as aplicacbes de administracdo de farmacos. Neste
processo a droga é dissolvida, aprisionada, encapsulada ou ligada a uma matriz
de nanoparticulas. Dependendo do método de preparacdo podem ser obtidas
nanoparticulas, nanoesferas ou nanocapsulas. As nanocapsulas sdo sistemas nos quais
o farmaco estad confinado a uma cavidade rodeada por uma membrana polimérica,
enquanto as nanoesferas sdo sistemas matriz nos quais o farmaco é fisicamente e
uniformemente disperso.
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nanoparticlas nanoparticlas
de de nanoparticlas dendrimeros
ouro prata magnéticas (nanopariculas orgéanicas)

Figura 3 - Diferentes tipos de nanoparticulas utilizados em estudos bioldgicos.
Fonte: Os autores.

13.7 Nanofios

Nanofios, sdo nano-objetos unidimensionais (1D). Nestes sistemas, uma
dimensado (comprimento) excede por pelo menos uma ordem de grandeza as outras
duas dimensdes, que sdo nanométricas. Os nanofios apresentam propriedades
oOpticas, elétricas e magnéticas significativamente diferentes em relacdo aos seus
equivalentes cristalinos ‘grandes’ (3D). Impulsionada por novas oportunidades
tecnoldgicas, os comprimentos em menores escalas tém sido utilizados nas
indUstrias de semicondutores, optoeletrénica e de materiais magnéticos. Este fato
tem colaborado com o desenvolvimento da industria de nanobiotecnologia, por
exemplo.

13.8 Filmes finos

Filmes finos sdao nanoestruturas bidimensionais (2D) caracterizados por
uma fina camada de um material, aderida a um substrato, que possui espessura
manométrica (Figura 4). Os filmes finos tém propriedades muito interessantes
que sao bastante diferentes das dos materiais convencionais dos quais eles sao
feitos. Estas propriedades especificas dos filmes finos possuem uma vasta gama
de aplicagdes. Comumente os filmes sdo utilizados para a protecdo de materiais
contra corrosdo, oxidacdo e desgaste; o aumento da transmissdo ou da reflexdo
de um determinado comprimento de onda, utilizado em filtros de separacao de
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cor; o aumento da resisténcia ao fogo; a producdo de supercondutores de alta
temperatura, dispositivos eletrdnicos de silicio e dispositivos de memédria. Nos
Gltimos anos novas aplicagGes surgiram nas areas de conversdo eficiente de energia
solar, conversdo de hidrogénio e conversdo de CO,; e revestimentos bioativos e
biocompativeis.

filme fino

Figura 4 - Esquema mostrando um filme fino depositado em um substrato.
Fonte: Os autores.

13.9 Nanotubos

Os nanotubos de carbono (Figura 5) tém propriedades fisicas e quimicas
Unicas que os pesquisadores estdo tentando entender melhor por meio de
experimentos e simulagdes. Uma das principais caracteristicas dos nanotubos de
carbono é que é possivel construi-los com apenas uma (nica camada atdmica
de espessura. Isto significa que eles tém cerca de 1/50.000 da espessura de
um cabelo humano. Uma propriedade fisica interessante dos nanotubos de
carbono esta relacionada com o fato de que quando se tem dois deles com
estruturas fisicas um pouco diferentes e eles sdo unidos, a juncdo entre eles pode
funcionar como um dispositivo eletrénico. Estes dispositivos podem ser utlizados
como nanossensores. Estes nanossensores comportam-se como materiais
semicondutores em circuitos microeletronicos detectando pequenas mudancas
na corrente elétrica. Estas mudancas na corrente elétrica podem estar associadas,
por exemplo, a mudancas na reatividade quimica em uma solucdo, ou mudancas
na pressao do ar ou na temperatura de um sistema.
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Figura 5 - Um nanotubo de carbono.

Fonte: Os autores.

13.10 Sintese de nanomateriais

Na nanociéncia e na nanotecnologia, a preparacdao dos materiais vem
despertando grande interesse dos pesquisadores, que se empenham na sintese
de novos nanomateriais ou aperfeicoamento de rotas de sintese ja existentes
para a obtencdo desses novos materiais. Considerando a maioria das aplica¢des
bioldgicas, um dos maiores desafios encontrados nos métodos para obtencdo
dos nanomateriais, esta diretamente relacionado a obten¢do de um sistema
homogéneo e estavel, em que se consiga o controle das diferentes interagdes que
atuam entre as particulas e as interagGes entre as moléculas do fluido carregador
e as nanoparticulas. Essa estabilidade nas interaces permite um melhor controle
sobre algumas variaveis durante as sinteses, possibilitando maior controle
quanto a faixa de distribuicdo no tamanho de particulas, a cristalinidade e a
estabilidade quimica, fatores esses que terdo influéncia direta nas propriedades
dos nanomateriais. Essas nanoparticulas podem ser formadas por materiais
inorganicos, como os 6xidos (GAO; GU; XU, 2009), ou materiais organicos, como
os polimeros (VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009).

Em geral, pode-se utilizar dois tipos de sintese quando se trata de materiais
inorgédnicos: os métodos mecanicos ou os métodos quimicos. Os métodos
mecanicos em geral, manipulam o materialem escalamacro e através de processos
fisicos, quebram-se as particulas até que estas fiquem em escala nanométrica
(processos top down). Os métodos quimicos possibilitam maior controle sobre o
processo. Tais métodos sdo baseados em reagdes quimicas e utilizam precursores
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moleculares ou atdmicos para a obtencdo dos nanomateriais (processos bottom
up), com controle rigoroso de tamanho e distribuicdo de tamanho, forma e
composic¢do quimica como, por exemplo, as nanoparticulas mostradas na Figura 6.
Asintese de nanomateriais a partir de materiais organicos, em geral os polimeros,
usa métodos quimicos e suas propriedades tém sido otimizadas conforme requer
a aplicacao.

(A) (B)

20 nm 20 nm

Figura 6 - Nanoparticulas de magnetita (Fe,0,)(A) e ferrita de cobalto (CoFe,0,)(B) obtidas pelo
método do PVA.

Fonte: Os autores.

Dentre as rotas de sintese mais citadas na literatura para obtencdo de
nanoparticulas inorganicas uniformes estdo os métodos de coprecipitagdo,
decomposicdo térmica e precursores poliméricos. Muitos trabalhos descrevem
essas rotas como sendo as mais eficientes para controlar a forma, o tamanho, a
estabilidade e a monodispersividade (GAO; GU; XU, 2009; HAO et al., 2010). Para
a obtencdo de nanoparticulas poliméricas, nanoesferas ou nanocapsulas, como
ilustrado na Figura 7, pode ocorrer a polimerizacdo de monomeros (polimerizacao
in situ), onde os polimeros sdo formados simultaneamente as nanoparticulas
e métodos que utilizam a dispersdo de polimeros, sendo este Ultimo o mais
comumente utilizado. Para tanto dentre os métodos mais empregados pode-se
citar a emulsificacdo-evaporacdo do solvente, nanoprecipitacdo e salting-out
(VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; RAO;
GECKELER, 2011).
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nanoesferas nanocipsulas

nanoesferas complexo
lipofilicas de polieletrélitos

Figura 7 - Estrutura de diferentes tipos de nanoparticulas poliméricas.
Fonte: Vauthier e Bouchemal (2009).

13.11 Sintese de nanoparticulas inorganicas

As nanoparticulas inorgdnicas podem ser sintetizadas por coprecipitacdo, por
precursores poliméricos ou por decomposicdo térmica.

13.11.1 Sintese por coprecipitacdo

Asintese por coprecipitagdo consiste na preparacdo de uma solugdo homogénea,
aquosa ou ndo aquosa, contendo cdtions desejados seguida da precipitacdo
estequiométrica desses cations, simultaneamente e estequiometricamente naforma de
hidroxidos, oxalatos, entre outros. Para que ocorra a precipitagdo simultanea é preciso
que os cations ou os anions em solucdo estejam em concentragdo que ndo exceda o
produto de solubilidade, e que n3o ocorra a precipitacdo de nenhum dos cations
quando a solugdo contendo os sais precursores é preparada. A precipitacdo simultanea
ocorre em decorréncia da mudanca do pH, pela adicdo de um anion formador de um
salinsollvel.

13.11.2 Sintese por precursores poliméricos - método Pechini

Nesse método de sintese as reagGes sdo aquosas e consistem na capacidade
que certos acidos organicos, sendo o mais comumente utilizado o acido citrico, de
formarem quelatos com o fon metélico. Os sais podem estar na forma de nitratos,
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cloretos, oxalatos, acetatos ou hidréxidos os quais sdo adicionados a solugdo aquosa
concentrada do acido. A completa complexacdo dos cations torna a solucdo limpida.
Os complexos tipicos, citrato-ion metalico, sdo muito estaveis em funcdo da forte
coordenacdo que envolve dois grupos carboxilicos e um hidroxilico. Estes quelatos
podem esterificar quando aquecidos com um polialcool (etilenoglicol) e polimerizar
a temperaturas mais elevadas formando uma resina intermediaria que em seguida é
calcinada. Na Figura 8, pode-se observar uma representa¢do das reagdes envolvidas na
sintese pelo método Pechini. A sintese por Pechini e suas variacbes tém sido utilizada
para a preparagdo de p6s com particulas nanométricas, em uma variedade de dxidos
metalicos usando sais inorganicos como precursores e um poliol como agente de

ligagdo.
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Figura 8 - Esquema das rea¢Bes que ocorrem durante a decomposi¢do térmica dos complexos
metal-citrato formados durante a sintese de Pechini.

Fonte: Os autores.

13.11.3 Sintese por precursores poliméricos - técnica do PVA

O composto alcool polivinilico (PVA) é uma substancia efetiva e versatil devido a
sua estabilidade em solucdo, sua compatibilidade quimica com diversos componentes e
suavariedade de tipos, de acordo com as caracteristicas de sintese. O alcool polivinilico
(PVA) é a resina sintética, solivel em agua, produzida em maior volume no mundo.
E um polimero poli-hidroxilado, cujo mondmero ‘4lcool vinilico’ [CH 2 — CHOH] n3o
existe no estado livre.
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0 método polimérico para a sintese de nanomateriais, utilizando o PVA ou,
simplesmente, técnica do PVA, é um método quimico simples e versatil que pode
ser utilizado para a preparacdo de pos finos de 6xidos e outros materiais (BEPARI;
BHARALI; DAS, 2014). A estrutura polimérica do PVA mantém a viscosidade da
solugdo einibe asegregacdo ou precipitagdo dos constituintes metalicos da solugao.
O PVA se decompde exotermicamente a temperaturas menores que 500°C, sem
deixar residuos. A técnica compreende a evaporagao rapida de uma solugdo aquosa
10% em massa de alcool polivinilico e dos nitratos dos metais desejados. Quando
o volume da solucdo de PVA e nitratos metalicos sdo reduzidos por evaporacao, os
ions nitrato (NO,) promovem um meio de oxidagdo ‘in situ’para a decomposicdo
do PVA. Quando a desidratacdo se completa, os nitratos se decompdem com
a formacdo de vapores de NO,, formando uma resina orgénica. Este precursor é
entdo desaglomerado e calcinado, obtendo-se assim o 6xido desejado. A evolucdo
do aquecimento a partir da combustdo da matéria organica facilita a reacdo entre
os constituintes metalicos. A Figura 9 apresenta os tipos de interagdo que podem

ocorrer para a formacdo da resina polimérica.

Figura 9 - InteragBes entre a cadeia polimérica do PVA e os ions metalicos para a formagdo da
resina.

Fonte: Os autores.

Uma das principais vantagens desta técnica em relacdo a técnica desenvolvida
por Pechini é a menor quantidade de matéria orgénica liberada e, portanto, menor
dificuldade de eliminacdo deste material.
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13.11.4 Sintese por decomposicdo térmica

Métodosqueenvolvemadecomposicdotérmicadeliquidossdogeralmentebaratos
e oferecem os melhores produtos e os melhores rendimentos, bem como facilidade
de preparacdo. Entre os métodos de decomposi¢do térmica, uma das rotas de sintese
amplamente utilizada para a obtencdo de nanoparticulas monodispersas atualmente
reside no método poliol ou nas suas variagdes. Este método consiste na reducdo de
fons metalicos na presenca de surfactantes ou ndo, em um solvente organico com alto
ponto de ebulicdo. O poliol atua no meio reacional simultaneamente como solvente,
agente redutor, passivante e meio para o crescimento das particulas, permitindo
assim a obtencdo de nanoparticulas magnéticas monodispersas. Atualmente, diversas
variantes do método poliol vém sendo empregadas na literatura, nas quais a principal
modificacdo é a substituicdo dos precursores metalicos carbonilicos, por precursores
de menor toxicidade, tais como acetatos e acetilacetonatos. A maior vantagem
da utilizagdo de sais acetatos e acetilacetonatos como precursores metélicos é a
volatilidade destes compostos, que é praticamente desprezivel e o controle sobre a
composi¢do do produto final.

13.12 Sintese de nanoparticulas organicas (poliméricas)

As nanoparticulas orgdnicas podem ser sintetizadas por meio de diferentes
métodos como a emulsificacdo-evaporacdo do solvente, nanoprecipitacdo, Salting-out
e coacervagao.

13.12.1 Emulsificagdo-evaporacgao do solvente

Um dos métodos mais empregados para a obtencdo de nanoparticulas a partir
de polimeros é a emulsificacdo-evaporacdo do solvente, a qual ocorre em duas etapas.
Primeiramente, ocorre a homogeneizagdo, sob alta agitagdo, de duas fases imisciveis,
sendo estas a fase aquosa, que contém um tensoativo disperso e a fase organica,
composta pelo ativo e o polimero dissolvidos em solvente organico, dando origem,
entdo, a uma emulsdo. A evaporacdo do solvente orgénico confere a segunda etapa,
realizada geralmente por rota-evaporagdo. Dessa maneira é promovida a precipitacdo
do polimero contido na fase interna da emulsdo, formando nanoesferas, que se
apresentam em suspensdo. Devido as caracteristicas da emulsdo formada esta técnica
€ mais indicada quando sdo utilizados ativos lipofilicos.
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Dentro desta mesma técnica existe a dupla emulsificagdo-evaporacdo do solvente
que é realizada em trés fases, duas emulsificagbes e a evaporagdo. Ou seja, na segunda
etapa a fase dispersa é uma emulsdo, dando origem a uma outra emuls3do. Ao final
de todo o processo, sdo obtidas nanocapsulas constituidas por um nicleo aquoso
contendo ativos de caracteristicas hidrofilicas.

13.12.2 Nanoprecipitacao

Esta técnica também pode ser denominada de método do deslocamento do
solvente e é uma das técnicas mais simples, econémica, reprodutivel e rdpida. Consiste
na precipitacdo ou na deposicdo interfacial de um polimero, uma vez que ocorre na
interfase de uma emulsdo O/A. Aqui a fase interna é constituida por um polimero
dissolvido num solvente orgénico polar como, por exemplo, a acetona ou acetonitrila,
no qual se encontra dispersa ou dissolvida o principio ativo. A fase externa é formada
por uma solu¢do aquosa, contendo um tensoativo do tipo O/A como, por exemplo, o
PVA. Afaseinterna, onde se encontra o polimero dissolvido, deve ser vertida sobre afase
externa, em agitacdo magnética, ocorre a emulsificacdo espontdnea com a formacéo
de um sistema opalescente devido a miscibilidade de ambas as fases. Em seguida,
o solvente orgdnico é removido a pressao reduzida, formando-se as nanoparticulas,
como resultado da difusdo rapida do solvente do polimero, através da fase aquosa.
Este método permite a obtencdo de nanoesferas ou nanocapsulas. As nanoesferas sdo
obtidas quando o principio ativo se encontra dissolvido ou disperso na solug¢do organica
polimérica. Ja as nanocapsulas sdo obtidas quando o principio ativo é previamente
dissolvido num dleo, e este, em seguida, é emulsificado na solucdo organica polimérica
antes da dispersdo da fase interna na fase externa da emulsao.

13.12.3 Salting-out

Este método baseia-se na preparacdo de um solvente hidromiscivel, de uma
solu¢do aquosa, através de um efeito de salting-out, que resulta na formacdo de
nanoesferas. Prepara-se uma emulsdo do tipo O/A, através da adi¢cdo de uma fase
interna, formada por uma solucdo do polimero num solvente organico polar como,
por exemplo, acetona ou o tetra-hidrofurano, contendo o principio ativo dissolvido ou
disperso,aumafase externaformada porumasolu¢do aquosa saturada de um eletrélito
ou ndo eletrdlito, contendo um tensoativo como, por exemplo, o PVA. A emulsio O/A é
preparada, em agitacdo intensa, a temperatura ambiente. A emulsdo é entdo diluida
num volume adequado de agua deionizada ou de uma solu¢do aquosa, de modo a
permitir a difusdo do solvente organico para a fase externa, a precipitacdo do polimero
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e a consequente formacgdo das nanoesferas. A separacao das nanoesferas do excesso de
eletrélito e do tensoativo é realizada por ultracentrifugacdo ou ultrafiltracdo, obtendo-
se uma dispersdo aquosa de nanoesferas. Por este método sdo obtidas nanoparticulas
com tamanhos que variam de 170 a 900 nm. Suas caracteristicas fisico-quimicas sdo
afetadas por um conjunto de pardmetros tecnoldgicos, que incluem a solubilidade
do principio ativo, a natureza do solvente orgénico e do agente de salting-out e a
concentracdo do tensoativo.

13.12.4 Coacervagao

Este procedimento pode também ser denominado de complexacdo de
polieletrdlitos e utilizam-se dois ou mais polimeros hidrofilicos com cargas opostas.
Dessa forma, as frages aquosas e seus respectivos polimeros sdo homogeneizados
sob forte agitagdo, que pode ser ultrassonica ou mecanica, para que haja interagdo
eletrostatica. Geralmente, sdo usados polimeros de origem natural como, por exemplo,
os polissacarideos quitosana (carga positiva) e condroitina (carga negativa). E feita
a gelificacdo i6nica de ambos os sistemas e depois as duas fases sdo misturadas,
entretanto é necessario somente um polimero. Entdo pode ser empregada uma solucdo
com polimero catidnico e a outra solugdo com tripolifosfato de sddio, um polianion.

13.13 Técnicas de estudo de nanomateriais

Agora ja sabemos que o tamanho e dimensdo dos nanomateriais exibem
influéncia nas suas posteriores aplicabilidades, sendo assim a caracterizacdo correta
destes materiais desempenha papel fundamental, por exemplo, a sua forma e estado
de aglomeracdo pode afetar a disposicao e translocacdao dos nanomateriais a absorc¢ao
celular, biocompatibilidade e retencdo em tecidos e 6rgaos (LIN et al., 2014).

Diversas técnicas sdo utilizadas para a caracterizacdo dos nanomateriais (ARRUDA
et al., 2015), esses estudos incluem o tamanho, a forma, as propriedades de superficie,
composicdo, pureza e estabilidade. Existem varios métodos que podem ser utilizados
para avaliar e caracterizar os nanomateriais, dentre eles neste capitulo abordaremos
algumas das técnicas como a microscopia eletronica de varredura, a microscopia
eletronica de transmissdo, a microscopia de forga atdmica,o espalhamento dinamico
de luz e o potencial Zeta, apresentando resumidamente cada uma com suas vantagens
e limitagdes.
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13.13.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia
Eletronica de Transmissao (MET)

0 surgimento de microscopicos com resolucdo cada vez maiores, assim como a
utilizacdo de outras técnicas de caracterizacdo de nanomateriais, permitiu o acesso
ao mundo nanoscdpico com sistemas que demonstram a riqueza dos detalhes e sua
correta caracterizagcdo (ZARBIN, 2007).

Devido a sua alta resolucdo e rapidez na obtencdo das imagens a microscopia
eletrénica de varredura (MEV) e a microscopia eletrénica de transmissdao (MET)
sdo os métodos-padrdo para imagens diretas e medi¢cSes dimensionais de micro e
nanoestruturas (BUHR et al., 2009).

O MEV pode fornecer rapidamente informacdes sobre a morfologia e identificacdo
de elementos quimicos de uma amostra sélida e é um dos mais versateis instrumentos
disponiveis para a observacdo e analise de caracteristicas microestruturais de objetos
sélidos, pela sua alta resolucdo e forma tridimensional da imagem. Isto é resultado
direto da grande profundidade de campo que permite, também, o exame em pequenos
aumentos com grande profundidade de foco. Existe ainda a possibilidade de combinar
a analise microestrutural com a microanalise quimica, o que contribui para o amplo
uso destas técnicas.

Para gerar imagens de resolu¢do muito maior quando comparadas com imagens
de microscopia Optica, as técnicas de microscopia eletronica utilizam feixes de elétrons
acelerados e lentes eletromagnéticas com base em comprimentos de onda mais
curtos que os da luz visivel (LIN et al., 2014). Ainda, as analises por MEV necessitam
do uso de materiais condutores sobre as amostras que também devem estar secas.
Nesse processo pode ocorrer o encolhimento do espécime podendo assim alterar
as caracteristicas dos nanomateriais. Amostras bioldgicas ndo estardo em condicdes
fisiologicas exceto quando se utiliza o MEV em modo denominado de ‘modo ambiental’
No modo ambiental, a cdmara de amostra do MEV é operada em um ambiente gasoso
de baixa pressao (10-50 Torr) e alta umidade. Ainda, no modo ambiental do MEV as
amostras nao necessitam de um material condutor e, portanto, podemos obter
imagens de biomoléculas em estado natural (LIN et al., 2014). Tanto no MEV comum
como no MEV em modo ambiental podemos observar o tamanho, distribui¢ao, forma,
agregacao e dispersao dos nanomateriais.

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) também proporciona imagens
diretas e informacdes quimicas dos nanomateriais assim como o MEV, permitindo
também a observacdo do tamanho, distribuicdo, forma, agregacdo e dispersdo de
nanomateriais. O MET possui maior resolucdo que o MEV e varios métodos analiticos
podem ser utilizados na investigacdo da estrutura eletrénica e composicdo quimica dos
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nanomateriais (LIN et al., 2014). No MET um feixe de elétrons incidente é transmitido e a
ampliacdo é determinada principalmente pela razdo entre a distancia da lente objetiva
e aamostra e a distancia entre a lente objetiva e seu plano de imagem.

13.13.2 Microscopia de forca atomica (AFM)

AFM (Atomic Force Microscopy) € uma técnica de alta resolugdo da microscopia de
varredura de sonda. Os componentes basicos de AFM consistem em um microcantilever
(Suporte muito pequeno) contendo uma sonda muito fina para a superficie da amostra.
Tipicamente, o braco de suporte é feita por nitreto de silicio ou em silicio. No AFM
geracdo de imagem baseia-se na mudanca das forcas entre a ponta do cantilever e a
superficie da amostra com a qual a sonda entra em contato. As forcas que podem ser
analisadas incluem forca mecanica de contato, for¢as de Van der Waals, forca capilar,
forca de ligacdo quimica, eletrostatica e forcas magnéticas. Essas forcas sdo medidas
por meio da deflexdo do cantiveler, que se comporta como minuscula mola, seguindo
a lei de Hooke. Essa deflex3o é detectada por um laser focalizado no topo do cantilever
e, posteriormente, refletida em um arranjo de diodos. Quaisquer desvios posicionais
minusculos do ponto de laser, como resultado de deflexdo do cantilever so registrados
e convertidos numa imagem 3-D (GADEGAARD, 2006).

Emboratanto o AFM quanto outras técnicas de microscopia porvarredurade sonda
possam produzir imagens 3-D, o AFM tem varias vantagens; pode-se produzir imagens
com uma resolucdo vertical de 0,5 nm; além disso, nanomateriais analisados por AFM
nao requerem preparacao especial; o AFM funciona de forma eficiente em ambiente
contendo ar ou em meio liquido, facilitando estudos de macromoléculas bioldgicas e
organismos vivos em nanoescala. Ele pode ser utilizado na investigacdao de tamanho,
forma, estrutura, sorcdo, dispersao e agregacao de nanomateriais. O diferente modo de
varredura empregado no estudo de AFM inclui modo de n&o contato (modo estatico),
modo de contato e modo de contato intermitente com a amostra (modo dindmico). Em
adicdo a sondagem de tamanho e forma dos nanomateriais em condicdes fisioldgicas,
0 AFM é capaz de caracterizar a dindmica entre nanomateriais em situacdes bioldgicas,
assim como observar a interagdo dos nanomateriais com o suporte. O AFM tem grande
importancia pela sua capacidade de formar imagens de biomateriais sem causar danos
apreciaveis a diversos tipos de superficies nativas (LIN et al., 2014).

13.13.3 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

Espalhamento dindmico de luz (do inglés, Dynamic Light Scattering, DLS), é
uma das técnicas mais utilizadas na determinagdo de distribui¢do de tamanhos
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de nanoparticulas, moléculas ou polimeros da escala micrométrica até alguns
nandmetros, isso em solucdo ou suspensdo utilizando uma luz monocromatica como,
por exemplo, um ou laser.

O principio da técnica é monitorar a flutuacdo da intensidade do espalhamento
elastico da luz como, por exemplo, o espalhamento Rayleigh. Quando utilizado um
laser como fonte de luz, observa-se uma flutuacao na intensidade do espalhamento
que variaem funcdo do tempo. Essas flutuacdes ocorrem em funcdo das nanoparticulas
(ou pequenas particulas em solugdo) ndo estarem estaticas, mas em movimento
constante e aleatdrio (Movimento Browniano) e assim a distancia entre os dispersores
na solugdo esta constantemente mudando com o tempo. Esta luz difusa, em seguida,
sofre interferéncias construtivas ou destrutivas em torno das particulas e, por meio de
calculos matematicos, utilizando a equagéo de Stokes-Einstein (e consideragbes sobre
o efeito Doppler), é possivel associar essa variacdo de intensidade de espalhamento de
luz em fung¢do do tempo ao tamanho das particulas dispersas em solugdo (LIN et al.,
2014, SAPSFORD et al., 2011).

As vantagens da técnica incluem o tempo curto para aquisicdo dos dados
(minutos), precisdo na determinacdo do tamanho hidrodindmico de amostras
monodispersas e capacidade de medidas em amostras diluidas. O aparelho possui um
baixo custo e reprodutibilidade nas analises. Entretanto, existem algumas desvantagens
como a dificuldade de correlacao de tamanho com a composi¢do quando agregados
estao presentes na amostra, isso pela interferéncia na intensidade do espalhamento,
e uma limitacdo na escala de tamanho. Em adicdo a isto, o DLS tem utilidade limitada
na analise de amostras com tamanhos heterogéneos e na resolucdo de dimensdes de
amostras misturadas em populag¢des variando o tamanho em um fator menor que trés.
O DLS n&o tem precisdo na medida de amostras n&o esféricas, pois a natureza esférica
da particula é sempre assumida nessa analise (LIN et al., 2014).

13.13.4 Potencial Zeta

Potencial Zeta é uma abreviacdo de potencial eletrocinético em sistemas coloidais.
Do ponto de vista tedrico, todos os materiais macroscopicos ou particulados em
contato com um liquido adquirem uma carga elétrica em sua superficie. A carga liquida
na superficie da particula afeta a distribuicdo de ions na sua vizinhanga, aumentando
a concentracgdo de contra-ions junto a superficie. Assim, forma-se uma dupla camada
elétrica na interface da particula com o liquido. Essa dupla camada divide-se em
duas regiGes: uma regido interna que inclui ions fortemente ligados a superficie e
uma regido exterior onde a distribuicdo dos ions é determinada pelo equilibrio entre
forcas eletrostaticas e movimento térmico. Dessa forma, o potencial nessa regido

318



XIIT NANOTECNOLOGIA E MICRO-ORGANISMOS

decai com o aumento da distancia da superficie até, a uma distancia suficientemente
segura, atingir o potencial da solugdo. Esse potencial é convencionado como potencial
0. Em um campo elétrico, como em microeletroforese, cada particula e os ions mais
fortemente ligados a mesma se movem como uma unidade, e o potencial no plano de
cisalhamento entre essa unidade e o meio é denominado potencial Zeta. Esse potencial
é funcdo da carga superficial da particula, de qualquer camada adsorvida na interface
com o meio, e da natureza e composi¢do do meio que a circunda. Como esse potencial
reflete a carga efetiva nas particulas, ele se relaciona com a repulsdo eletrostatica entre
elas e com a estabilidade da suspensdo. O potencial Zeta também varia em func¢do do
pH e com a forca i6nica da solucao que se deseja analisar (LIN et al., 2014; SAPSFORD
etal.,2011).

O potencial Zeta com valor de +30 mV é geralmente utilizado para deduzir a
estabilidade da particula, em que o valor absoluto maior que 30 mV indica condicdes
estaveis, entretanto um valor baixo, menor que 30 mV indica uma condigdo em direcdo
ainstabilidade, agregacdo, coagulagdo ou floculagdo (LIN et al., 2014).

13.14 Nanomateriais, entidades bioldgicas em escala nanométrica,
biomimética e suas aplicacdes em biotecnologia ambiental

Uma vez que foram apresentadas as caracteristicas dos nanomateriais, sintese
e formas de anélise, deve-se observar como podem ser aplicados do ponto de vista
biotecnoldgico.

Ananotecnologia é uma area em crescente desenvolvimento, oferece perspectivas
de grandes avancos para melhorara qualidade devida e preservacdo do meio ambiente;
essa ciéncia contempla um campo multidisciplinar que revoluciona as diversas areas
cientificas como afisica, a quimica e a biologia e as suas aplica¢des formando a base da
nanotecnologia de materiais.

A obtencdo de produtos que podem ser utilizados em processos biotecnoldgicos
vem aumentando a cada dia. Esses produtos podem ser utilizados em varias areas
como meio ambiente, medicina, indUstria farmacéutica, industrias téxteis, embalagens,
construcdo civil, cosméticos, inddstria alimenticia, biologia molecular entre outras
(FARIA et al., 2013). Em particular, abordaremos os principais beneficios do uso de
nanomateriais em processos de descontaminagdo da agua.

0 uso de nanoparticulas tem sido muito eficiente quando aplicadas em sistemas
bioldgicos. A utilizagdo de micro-organismos como um novo candidato para a aplicagdo
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de nanomateriais é uma opgdo sensata, pois pode apresentar um sistema menos
téxico, quando se fala, por exemplo, do uso crescente de agrotoxicos e os problemas
acarretados pelo excesso dessas e outras substancias toxicas no ambiente. Trabalhos
utilizando micro-organismos aliados aos nanomateriais estdo apresentando sucesso
em relacdo a biorremediacdo de ambientes contaminados. A procura por métodos de
descontaminacgdo da agua que sdo ecologicamente corretos e tem menor custo levam
os pesquisadores a buscarem solugdes para esses problemas.

Desta forma, o emprego dos nanomateriais para a remediacao de compostos
poluentes no ambiente vem aumentando, no entanto existem algumas barreiras
encontradas, com a utilizagdo desses compostos individualmente. Para Quina (2004), o
pequeno tamanho das nanoparticulas facilita sua difusdo e transporte na atmosfera, em
aguas e em solos, ao passo que dificulta sua remocdo por técnicas usuais de filtragdo.

Como ja vimos, a area superficial das nanoparticulas lhes confere excelentes
propriedades de adsorcdo de metais e substancias organicas, as etapas superiores
de coleta das particulas e remoc&o de poluentes podem ser facilitadas pelo uso, por
exemplo, de nanoparticulas magnéticas, outro avango em relagdo a polui¢do ambiental
¢ a fabricacdo de sensores cada vez menores, mais seletivos e mais sensiveis para a
deteccdo e monitoramento de poluentes organicos e inorganicos no meio ambiente,
detectando precocemente a existéncia de problemas de contaminacdo, em tempo real
dos procedimentos de tratamento e remediacdo de poluentes (QUINA, 2004; FARIA et
al., 2013).

As nanoparticulas magnéticas vém sendo utilizadas, aliadas também com micro-
organismos, podendo ser separadas ou removidas a partir das amostras complexas
utilizando um campo magnético externo (por exemplo, usando um filtro magnético,
um im3 permanente, ou um eletroimd). Este processo é muito importante para
bioaplica¢des devido ao fato de a maioria dos materiais bioldgicos terem propriedades
diamagnéticas, o que permite a separacdo seletiva e eficiente de materiais
magneticamente modificados. Particulas magnéticas podem ser direcionadas para
o local desejado e mantidas & usando um campo magnético externo (SAFARIK;
SAFARIKOVA, 2009; FARIA et al., 2013).

Recursos hidricos superficiais e subterrdneos estdo enfrentando continuamente
mudangas profundas e deterioragdo da sua qualidade, causadas por varias atividades
antrépicas. Atividades industriais, em particular, sdo muitas vezes responsaveis pela
descarga direta de efluentes contendo poluentes organicos e metais em ecossistemas
aquaticos deterioracdo a qualidade da agua, gerando assim um grande problema no
contexto global (KANU; ACHI, 2011). Diversas pesquisas demostram novas tecnologias
para combater a questdo da poluicdo da agua, entre eles a nanotecnologia/
nanomateriais tornou-se uma ferramenta para aplica¢do no tratamento de agua.
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Qu, Alvarez e Li (2013) realizaram uma revisdo sobre os avancos da
nanotecnologia em relagdo ao tratamento de aguas residuais, eles discutem
as propriedades dos nanomateriais, mecanismos, vantagens e limitacoes em
comparagdo com processos ja existentes e também a necessidade de investigacdo
para comercializacdo na gestdo sustentavel da agua, para os autores o tratamento
atual da agua ndo sdo mais sustentaveis e a nanotecnologia pode oferecer
solu¢des mais acessivel, podendo superar os tratamentos ja existentes e fornecer
novas técnicas mais econémicas em fontes ndo convencionais para expandir o
abastecimento de agua.

Nanomateriais baseados em nanoparticulas metélicas demonstraram um
grande potencial para remover uma variedade de metais pesados como o arsénio,
chumbo, mercurio, cobre, cddmio, cromo, niquel, entre outros (QU; ALVAREZ; LI,
2013). Alguns nanomateriais tém propriedades antimicrobianas, isso os torna uma
alternativa promissora para desinfeccdo de dgua e controle microbiano. Por exemplo,
nanoparticulas de prata foram incorporadas em microfiltros de cerdmica como uma
barreira para agentes patogénicos, que podem ser empregados em areas remotas de
paises em desenvolvimento (PETER-VARBANETS et al., 2009).

Entretanto, o desenvolvimento e a comercializagao desses produtos para o
tratamento de agua enfrentam uma série de desafios, obstaculos técnicos como a
relacdo custo-eficacia e o potencial de risco para o ser humano e o meio ambiente.
Por isso existe a necessidade da investigacao da eficiéncia/aplicabilidade em grande
escala (por exemplo, no tratamento da agua/esgoto) utilizando-se diferentes métodos
e nanomaterias. Ainda, tem a necessidade de se estudar também a eficiéncia em longo
prazo ja que a maioria dos estudos foi realizada em um curto periodo de tempo em
laboratério.

Ainda, um dos problemas atualmente estudado na nanotecnologia/
nanomateriais envolve a compreensado das questdes relacionadas com a toxicidade
e impacto ambiental dos materiais em nanoescala. A avaliagdo dos riscos é crucial
para a liberacdo ambiental e suas concentracbes analisando os possiveis efeitos
ecotoxicoldgicos (GOTTSCHALK; SUN; NOWACK, 2013). Isto porque o pequeno
tamanho dos nanomateriais facilita seu transporte e difusdo na atmosfera, em
aguas e solos, podendo dificultar a sua remoc&o por técnicas de filtracdo. Existem
muitos trabalhos na literatura que estdo em analise os possiveis efeitos toxicos
das nanoparticulas e dos novos nanomateriais, porém ainda é cedo para chegar
a conclusGes do risco/beneficio da sua utilizacdo. Estes impactos potenciais sé
poderdo ser dimensionados de forma clara através de uma avalia¢do dos impactos
das nanotecnologias. Contudo, as propriedades Unicas dos nanomateriais e sua
convergéncia com o tratamento atual apresentam grandes oportunidades para
revolucionar o tratamento da dgua (QU; ALVAREZ; LI, 2013).
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13.15 Entidades bioldgicas em escala nanométrica, biomimética e
suas aplicacoes

Comodiscutido acima, a bionanotecnologia é capaz de combinaraengenhariaem
nanoescala com a biologia, com o propédsito de manipular sistemas vivos ou também
construir materiais biologicamente inspirados (biomimética) em nivel molecular. Desta
forma, ao considerar que os nanomateriais sao aqueles com dimensoes entre 1 e 100
nandmetros, alguns virus se enquadram nestas dimensoes, pois variam entre 20 a 300
nm, sdo capazes de replicacdo utilizando a maquinaria celular como ambiente fisico
e estrutural para esse processo, portanto, podem ser utilizados como ferramentas
na bionanotecnologia. Tornam-se excelentes ‘veiculos’ de entrega de material
genético e de outras substancias (medicamentos), com empregabilidade na indUstria
farmacéutica, médica, agroindustria, na transformacdo genética, no controle biolégico
e também em processos de biorremediagao.

Em particular, desde o inicio do novo século XXI existe um grande interesse na
exploragdo de virus, especialmente, virus de plantas, para a destinacdo de novos
nanomateriais (EVANS, 2009).

Os recentes avancos na nanotecnologia nos permitira manipular e produzir
materiais com controle de nivel molecular. No campo emergente da bionanomedicina,
¢é essencial controlar com precisdo as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas
dos materiais. Dentre os blocos de construcdo bioldgicos, as particulas virais sdo
nanomateriais promissores que podem ser estruturadas e controladas com precisdo.
Uma vez que a producdo de particulas virais é dirigida pela informacdo genética
encapsulada nos seus invélucros de proteina, as particulas virais podem criar formas
e tamanhos precisamente definidos. Além disso, as propriedades da composicdo e
superficie das particulas pode ser controlada por meio de engenharia genética e de
modificacdo quimica (FARR; DONG; LEE, 2014).

Dentre as aplicacdes, destaca-se de acordo com Raper (2005) a terapia génica, na
qual os virus sdo utilizados como veiculos de material genético, que podem carregar
uma nova informacgdo genética, ndo somente aquela do genoma viral. A transferéncia
de genes e também a aplicacdo de novas terapias sdo consideraveis avancgos
em biotecnologia, podendo ser aplicadas em células cancerosas, no tratamento
da hemofilia, anemia falciforme, fibrose cistica, doencas musculares e também
neuroldgicas. Os vetores virais tém proporcionado métodos eficientes para a entrega de
genes ‘in vivo’ para uma grande variedade de fins terapéuticos. Os vetores atualmente
utilizados em terapia genética humana sofrem de um nimero de limita¢des em termos
de seguranca e reprodutibilidade (RAPER, 2005).
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Em 2002, Costanzi-Strauss e Strauss ja descrevia que os virus eram utilizados como
vetores bioldgicos para introdugdo de genes em células de mamiferos, com a utilizagdo
de varios métodos fisicos, tais como microinjecdo direta, eletroporacdo, injecdo de
plasmideo e também processos de injecdo balistica. Os retrovirus, adenovirus, virus
adeno-associado (AAV) sdo dos exemplos de virus que foram modificados com sucesso
por meio de técnicas de DNA recombinante. Atualmente, a construcdo de vetores virais
tem sido realizada por técnicas de transferéncia, arecombinacdo e a expressdo do gene,
e, além disso, tém sido amplamente utilizados no rastreio de ensaios clinicos para a
terapia genética, uma vez que a tecnologia de transferéncia genética ocorre por meio
da grande capacidade em que os virus tém de transferéncia de parte do seu genoma
para as células alvos.

Na area farmacéutica algumas das aplica¢des que podem ser exemplificadas
estdo no trabalho de Ma, Nolte e Cornelissen (2012), como novas plataformas de virus
como entregadores de substancias especificas em células-alvo. Assim, a estrutura
viral é considerada uma embalagem de medicamentos. E possivel ainda realizar
modificagbes genéticas sobre as superficies externas e internas das cavidades virais,
permitindo a preparacdao de novos materiais que podem atender os requisitos de
biocompatibilidade, solubilidade e alta eficiéncia de absor¢do no momento da entrega
dadroga.

Consideradas as ferramentas de estudos, é possivel, assim como explica Hamdi
et al. (2008), simular a dindmica molecular associada como uma contribuigéo virtual
de bionanorobds moleculares, ou seja, computacionalmente estudar as intera¢des
moleculares e também possiveis formas de aplicacdes.

Emvistadasaplicabilidadesnaagroindustria, osvirus de plantas sdo componentes
fundamentais versateis, com varias estratégias de sintese possiveis, além de modelos
para fins de exploracdo em bionanociéncia. Podem ainda ser funcionalizadas com
uma série de moléculas, incluindo aquelas de origem inorganica ou organometalico,
e a sua superficie exterior pode ser entdo mineralizada para dar novas rotas para as
nanoparticulas (EVANS, 2010), com aplicagGes varidveis, mas em especial, no controle
de pragas na agricultura.

Na natureza, além dos virus como estrutura mais complexa, é possivel a
utilizagdo das proteinas, que sdo ‘maquinas’ capazes de realizar muitas funcdes, pelo
fato do seu reconhecimento especifico e, além disso, a possibilidade na interagdo
em sistemas bioldgicos (biomimética molecular). Este processo é realizado por meio
da especificidade molecular, conduzindo a uma formacdo de estruturas e funcoes
que podem ser controladas em todas as escalas, capazes ainda de uma hierarquia
dimensional. Utilizando a biologia como um guia, podemos entender as interacoes
entre os peptideos e outras moléculas, capazes de explorar e adaptar a novos materiais
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e sistemas para aplica¢des praticas. Esta abordagem, denominada de biomimética
molecular, abre novos caminhos para a concepgao e utilizacao de sistemas moleculares
multifuncionais com aplicacGes de largo espectro, desde a engenharia de tecidos,
a entrega de drogas e biossensores, a nanotecnologia e também a processos de
biorremediacdo (TAMERLER; SARIKAYA, 2007).

13.16 Conclusoes

Um dos objetivos dos cientistas em bionanociéncia é buscar alternativas para
imobilizar biomoléculas em superficies e montar biomoléculas em matrizes definidas
(EVANS, 2010), assim a utilizacdo de entidades biolégicas como os virus, proteinas
como nanomotores moleculares s3o sofisticadas estruturas que possuem uma série
promissora de aplicag¢Ges, tais como na medicina, na industria farmacéutica e também
na agroinddstria.
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