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METAGENOMA PARA PROSPECGAO DE ENZIMAS E PRODUTOS DE
INTERESSE NO BIOCONTROLE DE FITOPATOGENOS

Resumo - O repertério de enzimas derivadas de microrganismos, com
aplicagbes medicinais, agricolas e industriais, assim como os produtos
naturais provindos de microrganismos encontrasse grandemente limitado.
Devido a que, a ampla maioria dos microrganismos ambientais sdo nao
cultivaveis, o que faz essa rica fonte permanecer relativamente inexplorada.
Hoje a metagendmica, pode proporcionar acesso independente de cultivo, no
estudo da diversidade populacional e seu potencial funcional. O solo é um
dos principais reservatorios da diversidade microbiana e, provavelmente o
ambiente mais desafiante para o estudo; pois abrange varias populagdes com
multiplas rela¢des de interdependéncia. Por outro lado, o compostagem que
€ a conversao biologica de material organico num produto final estabilizado, é
usado como um aditivo para a adubagdo do solo. O processo de
compostagem, € mediado pela complexidade da comunidade bacteriana
residente, e sua alta plasticidade metabdlica. Consequentemente, solos
adubados com o mesmo, sdo uma fonte altamente conveniente, para o
isolamento e identificagdo de microbiota produtora de enzimas para diversas
aplicagdes biotecnoldgicas.

No presente trabalho aborda-se uma analise metagendmica, na
identificacdo de enzimas de interesse biotecnoldgico, particularmente as
celulases e as fitasses e, moléculas com atividade antibitica (fenazinas). E
sob outra perspectiva, o isolamento de bactérias com potencial atividade
bactericida frente a microrganismos fitopatogénicos.

Palavras chave: Fitases, celulases, moléculas bioativas, controle biologico.
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METAGENOMIC APPROACH FOR ENZYMES PROSPECTION AND
INTERESTING PRODUCTS IN PHYTOPATHOGENS BIO —CONTROL.

ABSTRACT- The collection of enzymes derived from microorganisms, with
medicinal, agricultural and industrial applications, as well as natural products
from microorganisms, it has been greatly limited. Because the vast majority of
environmental microorganisms are non-cultured, this rich source remains
relatively unexplored. Currently the Metagenomic can provide independent
culture approach to study of population diversity and its functional potential.
Soil is one of the main reservoirs of microbial diversity and probably the most
challenging environment for the study; because it encompasses several
populations with multiple interdependence relationships. On the other hand,
composting, which is the biological conversion of organic material into a
stabilized final product, is used as an additive for soil fertilization. The
composting process is facilitated by complex community of the resident
bacterial, and its high metabolic plasticity. Consequently, soils fertilized with
compost are a highly convenient source, for the isolation and identification of
microbiota producing enzymes for various biotechnological applications. The
present work addresses a metagenomic analysis for the identification of
enzymes of biotechnological interest, particularly celluloses, phytases, and
molecules with antibiotic activity (phenazines), also as well, the isolation of
bacterial strains with potential bactericidal activity against phytopathogenic
microorganisms

Keywords: Biological control, Celluloses, Phytases, Bioactive molecules
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. Introdugao

O solo é um sistema biolégico complexo e dindmico, onde os
microrganismos degradam praticamente todos os compostos organicos,
incluindo xenobidticos persistentes e compostos polifendlicos naturais. Além
disso, os microrganismos s&o capazes de influenciar na produtividade vegetal
dos ecossistemas terrestres e manter os ciclos biogeoquimicos. (NANNIPIERI
et al., 2017). A comunidade microbiana do solo é altamente complexa, sendo
possivelmente o nicho com o maior nivel de diversidade procaridtico; segundo
Torsvik e colaboradores (1996) calcula-se que, por grama de solo, existam
perto de 6000 genomas bacterianos diferentes, tomando como referéncia o
tamanho do genoma de Escherichia coli. O que possibilita uma imensa fonte
de genes de interesse biotecnologico e farmacéutico.

Essa diversidade apresenta um enorme recurso genético e bioldgico em
grande parte inexplorado, que pode ser estudado para desvendar novos
genes, vias metabdlicas e seus produtos e diversas aplicagbes. Portanto,
microrganismos de ambientes naturais sdo presumivelmente, uma rica fonte
de novos biocatalisadores e, virtualmente camuflam uma vasta e
desmesurada riqueza ainda n&o aproveitada (DOUGHERTY et al., 2012). Por
outro lado, dado que menos de 1% desta diversidade é cultivavel por técnicas
tradicionais, a utilizagdo de abordagens metagenémicas, pode contribuir para
elucidar esta probleméatica (DELMONT et al, 2011; SCHLOSS e
HANDELSMAN, 2003).

O termo Metagendmica, foi definido como a analise independente de
cultura baseado na sequéncia e fungdo dos genomas microbianos coletivos
presentes num ambiente, o vocabulo foi cunhado por Handelsman et al.
(1998), com uma nogao para analisar uma colegcdo de elementos
semelhantes, mas nao idénticos, conforme no conceito estatistico de meta-
analise. A metagenémica é uma tecnologia chave para explorar os DNAs de
microrganismos ainda n&o cultivados em seus habitats naturais,

complementando as abordagens baseadas em cultura. Teoricamente, o DNA
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microbiano isolado a partir de uma amostra ambiental representa o DNA
coletivo de todos os microrganismos nativos, dependendo da comunidade
microbiana analisada, podem possuir desde varias centenas até varios
milhares de espécies e genomas diferentes, num unico metagenéma. Esta
metodologia possibilita o estudo dos genomas inteiros num determinado
ambiente, diretamente a partir das amostras sem precisar de técnicas para
isolamento e cultura dos microrganismos (BRADY et al., 2002). Deste modo,
o principal objetivo da metagendbmica € explorar a biodiversidade quase
ilimitada, da ampla maioria dos microrganismos n&o cultivaveis. Por
conseguinte, os estudos metagenémicos tornam possivel o conhecimento de
organismos e genes que permanecem ocultos pelo uso de técnicas de cultivo
tradicionais (GILBERT e DUPONT, 2011).

Além da identificagdo de novas biomoléculas, a metagenémica provou
ser uma ferramenta poderosa para explorar a ecologia, o perfil metabdlico e a
comparagao de comunidades microbianas complexas. O perfil das fungdes
codificadas por uma comunidade microbiana e ndo os tipos de organismos
que as produzem fornece um meio para distinguir amostras ambientais, com
base nas fungdes selecionadas pelo ambiente local e revelando aspectos
sobre os recursos desse ambiente (STREIT W. R. e DANIEL R., 2010).

Toda a diversidade microbiolégica, presente nos diferentes nichos
ecologicos, considera-se uma fonte importante de ferramentas para a
aplicagédo em processos biotecnoldgicos. O composto, produto do processo
de compostagem de residuos solidos, tornou-se nicho de grande interesse na
procura de enzimas, genes, vias metabodlicas e, compostos bioativos, de
aplicacdo biotecnolégica. A compostagem permite a transformagédo e
saneamento de uma grande variedade de residuos organicos, utilizando o
potencial metabdlico dos microrganismos, de bactérias, bem como de fungos
e arqueias, para converter o material de partida (residuos orgéanicos), num
produto estabilizado. Neste processo o0s residuos organicos sao
biologicamente degradados por microrganismos, através da decomposi¢cao
microbiana acelerada em condicbes aerdbias. Isto ocorre sob uma
combinacgao de qualidades ambientais adequadas e um periodo de tempo de

ajustado que gera um produto final rico em nutrientes. Esse material
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semelhante ao humus e chamado de composto e regularmente é usado como
um condicionador do solo (EPSTEIN, 1997; GLAZER A.N. e NIKAIDO, 1995).
A grande disponibilidade nutricional que fornece o composto, favorece a
presenca de espécies bacterianas catadoras oportunistas, como as
Pseudomonadales (CANCELADO et al., 2014). Estas bactérias usam como
estratégia principal, para garantir a sua adaptacéo, defesa e competitividade,
a producao e excrecdo de metabdlitos secundarios no ambiente externo e,
tem despertado grande interesse na pesquisa mundial em virtude de suas
potenciais aplicagdes biotecnologicas.

Em concordancia com a técnica de compostagem descrita acima, a
Fundagao Parque Zooldgico de Sao Paulo (FPZSP) transforma os residuos
vegetais e animais gerados no Parque Zooldgico Sao Paulo, com a finalidade
de dar cumprimento a Sistema de Gestado Ambiental (SGA) implementado na
instituicdo. Estudos metagendmicos recentes do composto produzido na
Fundagcdo Parque Zoolégico de Sao Paulo (FPZSP), revelam que as
operagdes da compostagem poderiam ser uma mina para a prospecgao de
enzimas de degradacgéo de biomassa; assim como de novos microrganismos
e enzimas termostaticas de grande utilidade em remediagdo ambiental,
controle biolégico e tecnologias industriais (ANTUNES et al, 2016).
Consequentemente, no presente trabalho o objeto de estudo € um solo da
horta da fazenda da Fundagao Parque Zoolégico de Sao Paulo (FPZSP), onde
se emprega o composto organico produzido. Por isto, o estudo desse
ambiente pode resultar na recuperagao de microrganismos, genes e enzimas
importantes em diferentes processos biotecnolégicos.

Outro aspecto importante a ser considerado diz respeito a citricultura
no Brasil. Essa area produtiva gera empregos diretos e indiretos no pais com
uma massa salarial anual entorno de R$ 676 milhdes. A citricultura € um dos
setores mais preponderantes do agronegaocio, sendo o Brasil o maior produtor
de suco de laranja no mundo e exportando 98% da sua produgao. Entretanto,
o parque citricola de Sdo Paulo e do Tridngulo Mineiro, tiveram que fazer
erradicacado de 39 milhdes de arvores na ultima década, pelo aparecimento
de doengas causadas por microrganismos fitopatogénicos, os que
provocaram extensos danos aos citros. Destacando-se a doenga do cancro
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citrico, cujo agente etioldgico € bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc).
A qual afeita quase todos os tipos de culturas citricas comercialmente
importantes, implicando significativas perdas de producgdo, principalmente
para os cultivos de citros em larga escala (NEVES et al., 2010; STARR 1981;
JANSSON et al., 1975; BRUNINGS; GABRIEL, 2003).

Tendo em consideragao as razdes anteriormente expostas e dado que
o solo da horta utilizado para o desenvolvimento do estudo, possui um grande
potencial microbiano a serem explorado, o presente trabalho aborda uma
analise metagenbmica, na identificacgdo de enzimas de interesse
biotecnolégico e, sob outra perspectiva, o isolamento de bactérias com
potencial de inibir crescimento de bactérias fitopatogénicas.

2. Revisao de Literatura

2.1 O solo

A fina camada superficial que cobre a Terra e, atua como uma interface
entre a atmosfera e a litosfera é o que se conhece como solo. E uma matriz
complexa formada por trés componentes importantes: (i) um agregado de
particulas minerais de varios tamanhos e diferentes composi¢des quimicas,
dividido em trés tipos: areias, argilas e limos; (ii)) componentes organicos nos
diferentes estadios de sua decomposigao; e (iii) 0 componente biolégico que
compreende bactérias, fungos, leveduras e também plantas de raizes. As
percentagens dos trés componentes minerais e a matéria organica sao
organizadas a nivel micro e macro em agregados determinando a textura e
estrutura do solo (ROBE et al., 2003; NEEDELMAN, 2013). Assim sendo, a
quantidade de matéria organica €, sem duvida, um dos melhores indicadores
de qualidade agronémica e fertilidade de um solo, acima de ser o habitat de
uma grande diversidade de organismos (KASSAM e FRIEDRICH, 2011).

Segundo Nogales e colaboradores (2005), o tipo de composi¢dao do
material mineral esta dado pelas caracteristicas das rochas do subsolo,
apoiados nos processos edaficos que ocorreram na sua formagado. Esta



16

parcela inorganica esta intimamente relacionada a disponibilidade de
nutrientes, retengao de agua, etc. Contudo a génese do solo € principalmente
o resultado de fatores como matéria parental, clima, biota, topografia e tempo;
sendo estes altamente interativos (PAUL, 2006).

Neste cenario, o0s microrganismos sao distribuidos de forma
heterogénea dentro de micro-agregados e em macro-porosidades. Além
disso, eles aderem ou adsorvem fortemente em particulas de solo através de
uma variedade de mecanismos de ligacdo (BAKKEN e LINDAHL, 1995;
RANJARD et al., 1998; KIM e CROWLEY, 2013).

2.2 Diversidade de microrganismos no solo

O solo é considerado um dos principais reservatoérios da diversidade
microbiana e, provavelmente o ambiente mais desafiante para o estudo. Pois
compreende varios elementos com multiplas relagcées de interdependéncia,
devido a alta diversidade de espécies microbianas que o habitam.
Consequentemente suas comunidades possuem uma ampla alternativa de
genes para a degradacéo ou transformag&o de compostos orgénicos. Estima-
se que um grama de solo florestal contenha 4x10” células procaridticas,
enquanto que um grama de solo agrondmico ou de pastagem contém 2x10°
células (MOCALI e BENEDETTI, 2010; PAUL, 2006). Representando um
ambiente extremamente promissor, para a descoberta de novas capacidades
metabodlicas e determinantes genéticos que poderiam ser aplicados na
industria de biotecnolégica. De acordo com Torsvik e colaboradores (1996),
estudos de associacdo de DNA extraido de diferentes genomas procarioticos,
estimaram que existem entre 2.000 e 18.000 genomas por grama de solo;
valor que pode ser subestimado, uma vez que tais analises dificilmente
consideram os genomas de espécies raras ou dificeis de acessar.

Portanto, as analises ddo uma ideia apenas preliminar do grau de
diversidade de procariotas presentes em um grama de solo, possivelmente
excedendo a diversidade conhecida e descrita no catalogo de procariotas do
Centro de Informacdes Biotecnoldgicas (NCBI).
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Ao contrario dos habitats aquaticos, as superficies do solo sofrem
mudangas dramaticas no teor do conteudo da agua, desde saturagao até seca
extrema. Essas mudancas drasticas sobre a populacdo microbiana podem
resultar em a perda duma fragdo da comunidade microbiana durante cada
ciclo de inundacéo e seca (KIEFT e FIRESTONE, 1987; RUI et al., 2017).
Sendo assim, a composi¢ao da comunidade microbiana do solo flutua. Além
disso, na estrutura complexa do solo, os microrganismos geralmente est&o
ligados a particulas do mesmo, como graos de areia ou complexos de matéria
organica e argila gerando um nivel de heterogeneidade de habitats, que é
determinado pela quantidade da umidade mantida e a conformagdo dos
gradientes de disponibilidade de agua e nutrientes nestes micro-habitats
(HASSINK et al., 1993; KONG et al., 2011). Dado que a matéria organica é a
principal fonte de carbono e nitrogénio para microrganismos e pode variar em
quantidade e composi¢ao quimica. Portanto é dependente de fatores como:
tipo de vegetacao, clima, material parental do solo, nivel de drenagem e a
atividade dos microrganismos presentes (BARDGETT, 2005; KONG et al.,
2011; TOTSCHE et al., 2017).

Os estudos de ecologia microbiana tém contribuido para uma melhor
compreensao da estrutura das comunidades microbianas, particularmente
aos efeitos das variagbes ambientais (climaticas, bidticas, xenobidticos). No
entanto, ainda existem desafios metodologicos para a analise da diversidade
microbiana em ambientes de extrema complexidade, como o solo. A
implementacdo de técnicas Omicas tem contribuido grandemente para
estudos atuais de dindmicas funcionais microbianas em solos e outros
ambientes complexos (JANSSON et al., 2012). De fato, os organismos do solo
comumente ndo sao distribuidos aleatoriamente, porém apresentam padrdes
previsiveis em diferentes escalas espaciais. No entanto, ainda existem
desafios metodolégicos para a analise da diversidade microbiana em
ambientes de extrema complexidade, como o solo (JANSSON et al., 2012;
NEEDELMAN, 2013; TOTSCHE et al., 2017).

A biodiversidade de um ambiente ou habitat &€ estudada no ambito da
ecologia microbiana, visando estabelecer a composi¢cdo de uma comunidade.

Bem como, para analisar o que os diferentes componentes duma comunidade



18

fazem e, como eles interagem uns com os outros. Igualmente com o interesse
em revelar propriedades emergentes de um ecossistema, capacidades que
nao sdo manifestadas por microrganismos isolados, mas se, em todo um
consorcio (YOUNG et al., 2008; KONOPKA, 2009; TOTSCHE et al., 2017).

Nos estudos das comunidades microbianas, foram definidos trés niveis
de diversidade. A diversidade alfa, se refere a diversidade de um habitat, ou
seja, intrinseca de cada comunidade. A diversidade beta definida como a
variagdo na composigao das espécies entre os sitios de uma regido ou area
de interesse. E por ultimo, a diversidade gama encarregada das analises de
diversidade em grande escala, combinando componentes da alfa e beta
diversidade (WHITTAKER, 1972; MACALADY, 2013).

2.3 O processo de compostagem de matéria organica

A compostagem imita o processo natural de decomposi¢ao (HAIGHT,
2001) de forma acelerada. Este processo requer o aporte de matéria organica,
minerais, agua e microrganismos. O material organico é processado em uma
pilha ou leiras e libera calor, agua e CO,, em forma dependente de oxigénio
(BERNAL et al., 2009).

O processo de compostagem é caracterizado por aumentos e
diminui¢ces de temperatura onde podem ser diferenciadas pelo menos duas
fases. A primeira fase chamada de decomposi¢cédo, conduzindo um processo
exotérmico onde moléculas complexas sao degradadas em moléculas
organicas e inorganicas simples pela atividade biologica. A fase de
decomposicdo consiste em dois estagios: o mesofilico com temperaturas
entorno de 37° C, e o termofilico com temperaturas chegando até 70° C. A
segunda fase é a de maturagdo também é constituida por duas etapas, uma
de resfriamento, com temperaturas que variam desde 40° C até a temperatura
ambiente, e uma de estabilizagcdo, caracterizado por baixa atividade
microbiana (SOLIVA, 2001; COOPERBAND, 2002; HAIGHT, 2000).

A técnica da compostagem é baseada na atuagdo de diversos
microrganismos aerobios (HAUG, 1993), os que agem de maneira sucessiva
sobre o material organico de partida, dependendo da influéncia de fatores
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como temperatura, umidade, pH, areacdo e relagdo Carbono / Nitrogénio
(CIN) principalmente. Estes fatores devem ser controlados para assegurar a
producao de temperaturas elevadas, redugao do volume e peso dos residuos,
e crescimento microbiano apropriado, portanto, resultando numa adequada
mineralizacado da matéria organica (CRONJE et al., 2003; NAKASAKI, 2005).

Num processo de compostagem os responsaveis pela transformagao
sS40 0s microrganismos, portanto todos os fatores que podem restringir o seu
desenvolvimento também vao limitar o proprio processo. Para conseguir esta
transformacao sob condi¢des controladas € necessario que parametros como:
temperatura, umidade, aeracao, pH e relagdo carbono e nitrogénio (C/N),
sejam monitorados durante o processo pois, s&o indispensaveis para os
microrganismos desenvolverem-se de maneira 6tima (TIQUIA, 2005;
MORENO et al., 2008; EPSTEIN, 2011).

2.4 Microbiologia da compostagem

Existem muitos estudos sobre a estrutura da comunidade microbiana,
no processo de compostagem. A maioria deles concentra-se nas bactérias
responsaveis pela degradacdo da matéria organica. Na identificagdo dos
microrganismos presentes no processo de compostagem, além da técnica de
isolamento classico, abordagens baseadas em técnicas independentes da
cultura, como a extracdo de DNA e a amplificacdo do gene 16S rRNA, s&o
comumente usados (CHADNA et al., 2013), bem como analises
metagendmicos (ANTUNES et al., 2016).

Tanto bactérias quanto fungos estdo presentes e ativos num processo
tipico de compostagem (DE GANES et al.,, 2013). Os principais grupos
bacterianos no inicio do processo de compostagem sao as bactérias
mesofilas, tais como Lactobacillus spp. e Acetobacter spp produtoras de
acidos organicos (GALUKE, 1954). Posteriormente, no estagio termofilico,
bactérias Gram-positivas, como Bacillus spp. e Actinobacteria, podem tornar-
se dominantes (DE BERTOLLI et al., 1980). No entanto, tem sido observado
que o processo de compostagem mais eficaz € conseguido por comunidades
mistas de bactérias e fungos (DE GANES et al., 2013).
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O estudo da microbiologia da compostagem (ICHIDA et al., 2001)
envolve trés conjuntos definidos: (i) A microbiologia de auto-aquecimento da
matéria organica umida: este fenbmeno, muito cedo levou ao conceito de
geragéao de calor como parte do metabolismo microbiano e foi extensivamente
estudado em solos de produgéo agricola. (ii) A microbiologia de compostagem
€ de alguma forma relacionada com a microbiologia do solo e decomposicéo,
a fertilidade do solo, o volume de matéria organica na natureza e a formagéo
de substancias humicas. (iii) A microbiologia para o controle de agentes
patogénicos em residuos a serem degradados. Isso €, o fato da eliminagao
de agentes patogénicos nas unidades de compostagem, assim como, o
potencial risco de transmitir agentes causadores de doencas em plantas e
animais. Da mesma maneira que, a capacidade do composto para atuar como

controlador de agentes patogénicos em plantas.

2.5 Ferramentas para o estudo de microrganismos ambientais

2.5.1 Métodos dependentes da cultura

No século XIX com a invengéo do microbiologista alem&o Julius Richard
Petri e a introdugdo de culturas solidas em placas de Petri, logro-se a
descoberta de uma grande diversidade microbiana. Além disso, a utilizag&o
de meios de cultura enriquecidos, permitiu o isolamento de microrganismos
com caracteristicas desejadas, devido as condigdes seletivas e diferenciais
dos meios. Entretanto, para alcangar culturas puras de microrganismos
presentes na natureza, esforgos continuos sao feitos com o objetivo de
aumentar a probabilidade de isolamento. Na literatura, existe uma extensa
lista de meios de cultura descrevidos, incluindo diferentes tipos de fontes de
carbono, vitaminas, energia, entre outros, bem como consideragdes sobre
fatores fisico-quimicos que afetam o crescimento, por exemplo, temperatura,
pH, requisitos de oxigénio, salinidade, entre outros (SCHLOTER; DILLY e
MUNCH, 2003). Tradicionalmente essas técnicas s&o usadas para aceder a

microbiota conhecida, mas também na procura de linhagens de
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caracteristicas  particulares com o fim de ser aproveitados
biotecnologicamente (UCHIYAMA; MIYAZAKI, 2009).

Por outro lado, encontra-se a cultura de comunidades, concernente ao
isolamento e ao cultivo dos consdércios microbianos a partir de um processo
de selecao artificial. O que pode resultar na produgcao de uma comunidade
complexa e varios componentes otimizados para desempenhar uma fungao
especifica. Estas metodologias dependentes da cultura sdo essenciais na
definigdo de espécies e para a sua caracterizagdo genotipica e fenotipica.
Algumas das principais vantagens associadas a esta metodologia estdo em
seu custo econdbmico, relativamente baixo; além de que, o pesquisador possui
o "material" microbiano para uso em estudos futuros (AI-AWADHI et al., 2013).
Embora a principal desvantagem apresentada pelas metodologias
dependentes da cultura seja a limitagdo na recuperagdo da maioria dos
microrganismos presentes no meio ambiente, ademais, sabe-se que muitos
dos microrganismos no ambiente sdo recalcitrantes a serem crescidos em
condi¢des padrao de laboratério (HEAD; SAUNDERS e PICKUP, 1998; Al-
AWADHI H. et al., 2013).

2.5.2 Métodos independentes de cultura

A incapacidade de cultivar as bactérias presentes num habitat
particular; bem como, os problemas inerentes na identificagdo fenotipica,
como por exemplo: a presenga de estirpes de uma mesma espécie, que
podem gerar padrdes diferentes em ensaios repetidos. Isto, porque nem todas
as estirpes da mesma espécie apresentam caracteristicas homogéneas.
Estes inconvenientes tém sido parcialmente eliminados devido a possibilidade
de isolar e caracterizar o material genético da comunidade microbiana que
reside no referido ambiente. A partir do estudo dos genomas dos
microrganismos contidos nas amostras € possivel reconstruir a estrutura
populacional da comunidade (YANG et al., 2007). O conjunto dos genomas
dos microrganismos de uma determinada amostra ou habitat € chamado
metagendma (HANDELSMAN, 2004).
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O desenvolvimento de técnicas para a extragdao de DNA ou RNA, de
toda uma comunidade microbiana, a partir de amostras ambientais e sua
analise possibilitou um maior conhecimento da diversidade e da interagdo nas
comunidades microbianas (ALAM et al., 2006; DE LA CRUZ-LEYVA et al.,
2011).

As técnicas para a extragdo de DNA s&o geralmente uma combinagao
de métodos fisicos e quimicos para quebrar as células, a fim de minimizar
danos nos acidos nucleicos. Os meétodos para extracdo do DNA de
metagenOmas bacterianos de diferentes ambientes s&do divididos em dois
grupos: lise direta das células contidas em uma suspensao buffer da amostra,
seguida da separagao do DNA do substrato e dos detritos celulares; ou lise
indireta separando primeiro as células do substrato para posteriormente
realizar a lise (HOLBEN et al., 1988; JACOBSEN e RASMUSSEN, 1992;
BERRY et al., 2003).

Sendo a extragdo de DNA, um passo chave para abordagens
metagendmicas; o rendimento de DNA isolado de diferentes tipos de solo,
usando diversos protocolos pode variar de 1 uyg a 500 pyg de DNA por grama
de solo (BERTRAND et al., 2005; FROSTEGARD et al., 1999; LAKAY et al.,
2007; DELMONT et al., 2011). Delmont e colaboradores (2011), relatam no
seu trabalho que ao fazer analises por pirosequenciamento, do DNA extraido
do mesmo solo, em forma direta (alto rendimento, baixo tamanho de DNA) ou
indiretamente (baixo rendimento e alto tamanho de DNA), o resultado na
distribuicdo das sequéncias da maioria das fun¢gdes metabdlicas e espécies
detectadas, foram estatisticamente semelhantes nas dois formas de extragao
do DNAs. Embora, o método indireto possa ter acessado numa diversidade
genética do solo um pouco maior, apesar do baixo rendimento.

Os métodos precursores nas analises do perfil da diversidade genética
bacteriana foram tecnologias eletroforéticas de pegadas genéticas, como
DGGE (Gel Electroforese com Gradiente de Desnaturagao), ARDRA (Analise
Amplificada de Restricdo de DNA Ribossomal), RFLP (Polimorfismos de
Comprimento de Fragmento de Restrigdo), RADP (Amplificagcao Aleatéria de
DNA Polimérfico entre outras (CORTES-LOPEZ et al, 2014).
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Se bem que, a maioria das técnicas moleculares utilizadas para
estudos de diversidade microbiana, baseiam-se na amplificagcdo de uma
sequéncia alvo mediante a PCR (Reacédo da Polimerase em Cadeia). A
sequéncia mais utilizada € a do gene que codifica o ARN ribossémico,
especificamente o gene que codifica a subunidade menor do ribossomo
bacteriano, 16S rRNA. Com base nas analises comparativas de rRNA, a vida
celular foi classificada em trés dominios primarios: um eucariético (Eucarya)
e dois procariéticos (Bactérias e Archaea) (HUGENHOLTZ, 2002).

Este marcador molecular tem sido amplamente utilizado uma vez que:
(i) esta presente em todos os microrganismos e, tem a mesma fungcéo em
todos eles; (ii) devido a restricdes estruturais, diferentes regides da molécula
tém diferentes graus de variabilidade em sua sequéncia, permitindo
comparagdes com diferentes niveis de resolugao;(ii) a transmissao é
principalmente vertical, considerando-se que n&o esta sujeita a transferéncia
horizontal de genes entre microrganismos; (iv) o comprimento de sua
sequéncia € de tamanho adequado para fornecer informagdes suficientes e
(v) as analises de sequéncias permitem reconstrugdes filogenéticas de
microrganismos ( TRINGE e HUGENHOLTZ, 2008). A amplificagdo de regides
especificas do gene 16S rRNA, o sequenciamento subsequente e a
comparacgao das sequencias com outras de referéncia dos bancos de dados,
permite a identificacdo e o estabelecimento das relagbes genéticas entre
organismos procarioticos.

Entretanto, Klindworth e colaboradores (2013), mostraram que as
analises da amplificacdo do gene 16S rRNA, usando diversas tecnologias de
sequenciamento (lllumina, lon Torrent, Roche 454 e Pac Bio) continua sendo
a abordagem padrdo na pesquisa independente de cultura da diversidade
microbiana. Porém a precisdo dessas analises depende fortemente da
escolha dos primers utilizados. Os varios primers comumente usados,
apresentam diferencas significativas na cobertura geral e no espectro
relacionado aos filos, entre os 175 primers e 512 pares de primers avaliados
in silico, em relagdo ao conjunto de dados de referéncia ndo redundante
SILVA 16S / 18S (SSURef 108 NR), apenas 10 podem ser recomendados.
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Por outro lado, estudos realizados com reconhecimento dos genes
biomarcadores funcionais possibilita estudar processos metabdlicos
especificos nas comunidades microbianas, como a fixagdo do nitrogénio, a
oxidagao do metano, a nitrificagéo, etc.

Ao longo das ultimas décadas, o campo da ecologia microbiana tem
experimentado enormes progressos, € uma ampla variedade de técnicas
moleculares foram desenvolvidas para descrever e caracterizar a diversidade
funcional e filogenética de microrganismos. A evolugdo metodoldgica das
técnicas de isolamento e purificacdo dos acidos nucleicos, sequenciamento e
montagem de sequéncias, possibilitou o desenvolvimento de uma
metodologia alternativa: metagendmica.

Com o surgimento de tecnologias de sequenciamento de ultima
geracao (NGS), é possivel determinar, a composigéao de microbiota, altamente
complexa com maior precisao. Além de vincular a diversidade da comunidade
microbiana com a fungdo do nicho e, descobrir novos grupos de
microrganismos em sistemas ambientais complexos (BARTRAM et al., 2011;
FAKRUDDIN e MANNAN, 2012).

2.6 Metagendomica

A metagendmica € a analise de genomas microbianos coletivos,
obtidos diretamente de amostras ambientais e, ndo depende do cultivo ou do
conhecimento prévio das comunidades microbianas (RIESENFELD et al.,
2004). A metagendbmica também é conhecida por outros nomes, como
gendmica ambiental, genbmica comunitaria, ou eco-gendémica microbiana.
(RASTOGI e SANI, 2011). A analise metagenOdmica consiste no estudo de
todos os genomas presentes num determinado ambiente, a partir do DNA
extraido diretamente de amostras ambientais (HANDELSMAN, 2004;
ZEYAULLAH et al., 2009). Ao acessar diretamente o genoma coletivo, a
metagendmica tem o potencial de dar uma visdo abrangente da diversidade
genética; composicdo de espécies; evolugcdo e interagbes com o meio

ambiente e, do potencial metabdlico das comunidades microbianas em
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ambientes naturais (SIMON e DANIEL, 2011; THOMAS; GILBERT; MEYER,
2012).

Os primeiros passos na metagenémica do solo, consistiram na
preparagao de bibliotecas metagenémicas para acessar os genomas de
microrganismos. Em ditas bibliotecas, o DNA metagendmico extraido é
fragmentado por digestdo enzimatica de restrigdo ou clivagem mecéanica e,
clonado depois em vetores. A etapa de triagem dos clones € uma tarefa muito
exaustiva porque, para ter uma representagao robusta do metagenéma, o
nuamero de clones a serem avaliados € muito grande. O rastreio pode ser
funcional, expressando as sequéncias clonadas em organismos hospedeiros
(por exemplo, em Escherichia coli); ou pode basear-se na inferéncia da
funcdo, sequenciando o fragmento de DNA clonado. As pesquisas em
metagendmicas avangaram em varios ambientes como o solo, a filosfera, o
oceano. Proporcionando deste modo, acesso a diversidade filogenética e
funcional de microrganismos nao cultivados (HANDELSMAN, 2004). Por
consiguiente, a metagen6mica é crucial para a compreensdo dos papéis
bioquimicos de microrganismos n&o cultivados e sua interagdo com outros
fatores bidticos e abidticos (HAMADY et al., 2009).

O primeiro trabalho de sequenciamento metagenémico em larga
escala, estudo duas comunidades virais encontradas na agua do mar
superficial. Mais do 65% das sequéncias virais encontradas neste estudo
foram novas, sendo a populacdo dominante responsavel por apenas 2-3%
das sequéncias geradas (BREITBART et al., 2002). Por outro lado, um dos
primeiros projetos metagendmicos destacado foi realizado por Venter e
colaboradores (2004), no qual analisaram-se populagbes microbianas nas
aguas superficiais do Mar dos Sargazos. Esse estudo permitiu a identificagéo
de uma grande diversidade de novos genes putativos e até mesmo a
montagem de genomas desconhecidos.

Apesar da geracado de quantidades vastas de dados de sequéncia de
Sanger apenas 25% das leituras conseguiu ser montadas. Enquanto os
estudos metagendmicos pioneiros foram realizados usando a plataforma
Sanger (BREITBART et al., 2002; TYSON et al., 2004), rapidamente foi
reconhecido que esta tecnologia ndo poderia fornecer uma profundidade de
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leitura suficiente para as analises das comunidades moderadamente diversas.
No entanto, genomas parciais e quase concluidos foram recuperados
utilizando sequenciamento Sanger de comunidades relativamente simples
(TYSON et al., 2004).

Dada auséncia na profundidade de sequenciamento, adequada para
montagem de metagendmas, o uso de analises centradas nos genes constitui
uma alternativa na determinagdo de resultados bioldgicos valiosos (BEJA O
et al., 2000). Como os estudos feitos para a possivel a identificagdo de novos
genes degradadores da biomassa no rimen das vacas (HESS et al., 2011).
Além, das analises metagenémicas onde observou-se a selegao funcional de
comunidades microbianas lignoceluloliticas (LEMOS et al.,, 2017). Esses
estudos utilizaram o potencial metabdlico de genes e genomas recuperados
com baseados nas avaliagdes feitas no COG. Os que amostraram que
codificam varias hidrolases de glicosideos, bem como outros genes
relacionados a degradacéo de lignocelulose.

Devido a complexidade da maioria dos metagenbmas, tém-se
estabelecidos novas técnicas de sequenciamento alto rendimento, mias
sensiveis e eficientes, promovendo assim, um aumento substancial no
numero de estudos metagenémicos realizados, (PAGANI et al., 2012), por
conseguinte possibilitando a identificacdo fiavel de genes, que codificam e
satisfazem os objetivos das pesquisas, a partir de metagenémas complexos.
As avaliagdes destas bibliotecas metagenémicas tém sido baseadas em
analise de sequéncias de nucleotideos (abordagem baseada em sequéncia)
ou em atividade metabdlica (abordagem baseada em fungao). (VIEITES et al.,
2010).

Apesar do elevado rendimento nos resultados das plataformas de
ultima geragao, as sequéncias ndo devem ser aproveitadas cegamente a uma
amostra ambiental sem elaborar uma estratégia de sequenciamento
apropriada. A estratégia utilizada, (plataformas unicas ou multiplas,
bibliotecas fragmentadas ou emparelhadas) deve levar em consideragéao tanto
a questao de pesquisa como a composi¢cao da comunidade alvo. A falta de
fazé-lo pode dificultar severamente os processos subsequentes e 0 sucesso
geral do estudo metagenémico (Figura 1) (BRAGG e TYSON, 2014).
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Figural. Esquema de métodos para o estudo metagendmico de amostras
ambientais (CORTES-LOPEZ et al, 2014).

2.6.1 Plataformas de sequenciamento para metagenémica

Nos ultimos anos, tém surgiu uma série de novas tecnologias de

sequenciamento aumentando a viabilidade de projetos metagendmicos.

Essas tecnologias recentes, proporcionam sequenciamentos mais baratos;
mais rapidos e de alto rendimento. A diversidade e a abundancia nao uniforme

de comunidades microbianas, tornam o sequenciamento de alto rendimento,
uma técnica essencial, para obter a cobertura adequada dos membros duma

comunidade (BRAGG e TYSON, 2014).
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* Sequenciamento Sanger

O sequenciamento do terminador de cadeia (frequentemente referido
como sequenciamento "Sanger” por seu inventor, Frederick Sanger) foi uma
das primeiras tecnologias de sequenciamento a serem desenvolvidas. Devido
a facilidade de uso e a confiabilidade, o sequenciamento do Sanger, logo apos
tornou-se, padréo das tecnologias de sequenciamento. No entanto, existem
limitagbes da técnica baseada em Sanger que sdo problematicas para
projetos de estudo metagenémico. O método de sequenciamento Sanger,
pode apresentar algum tipo de viés biologico (HUSE et al., 2007), na medida
em que o DNA forasteiro precisa ser clonado em um vetor bacteriano
(Escherichia coli). Assim, o DNA forasteiro precisa ser compativel com a
maquinaria de replicagdo de E. Coli. Além, de ser uma tecnologia de baixo
rendimento. Portanto, os projetos metagendmicos baseados em Sanger sao
frequentemente limitados ao sequenciamento de bactérias ou comunidades
microbianas de baixa diversidade ou a bibliotecas de cromossomas artificiais
como fosmideos ou cosmideos entre outros (BRAGG e TYSON, 2014).

As tecnologias de sequenciamento da proxima geragao superaram varias

das desvantagens do sequenciamento do Sanger.

* Sequenciamento Roche 454 (GS20, GS FLX, GS FLX Titanium, GS
FLX +)

A plataforma Roche 454 foi apresentada no ano 2005, implementa a
abordagem sequencial por sintese. Os moldes de ADN sao fixados em micro-
pérolas e amplificados usando PCR em emulsdo. Assim, as contas sao
distribuidas em reatores individuais de pirosequenciamento. Assim sendo, os
trifosfatos de nucleotideos, fluem através da placa numa sequéncia
especifica, incorporando cada base marcada, pela libertagdo do pirofosfato.
As leituras produzidas por esta plataforma s&o significativamente mais longas
do que a algumas outras tecnologias, com o ultimo pirosequencer da Roche
(GS FLX +) produz leituras até 800 pb de comprimento. As taxas de erro
também sao muito inferiores (0,49-1%) as observadas nas sequéncias de
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sequenciadores da marca lllumina (HUSE et al., 2007; GILLESA et al., 2011).
Muitos desses erros parecem ser especificos do molde, contendo extensdes
de homopolimeros e, induzindo erros de insergéo, exclusao e substituicdo nas
leituras. Com tal caracteristica os padrées de qualidade diminuem,
independentemente de o homopolimero estar correto ou ndo, dificultando
deste modo, o estabelecimento dos limiares de qualidade (HUSE et al., 2007;
BORDONI et al., 2008). No entanto, tornou-se uma ferramenta altamente
popular para sequenciamento de marcadores genéticos conservados, agora
comumente conhecida como sequenciamento "pirotag" (JIMENEZ, 2012).

* Sequenciamento lllumina (Genoma Analyzer | e Il, HiSeq e MiSeq)

A lllumina também adotou a abordagem sequencial por sintese. O
protocolo de sequenciamento da lllumina comega ligando DNA modelo a
sequéncia do adaptador e, apds, a uma célula de fluxo de vidro. O molde de
DNA é submetido a amplificagédo em ponte, pelo que cada molde € aumentado
para aproximadamente 1.000 copias (DOHM et al., 2008; AIRD et al., 2011).

Desse modo, utilizando uma polimerase isotérmica e nucleotideos
fluorescentes inativados no extremo 3', esta tecnologia é capaz de incorporar
uma base unica por cada ciclo. A adigdo de cada base é seguida por um passo
de elaboragao de imagem, que |é a etiqueta fluorescente; desta forma evita
erros, como os causados por homopolimeros. Conquanto, possam existir
distor¢gdes substanciais nas sequéncias ricas em G + C ou A + T,
provavelmente apresentadas pelos procedimentos de amplificacdo do molde
de DNA (KOZAREWA et al., 2009; AIRD et al., 2011). Afortunadamente, tem-
se apresentado sucesso da redugao do viés, na preparagao de sequéncias.
Embora, isto tenha sido principalmente destinado a projetos de comparagao
em paralelo com outras tecnologias. Ademais, varios estudos demonstraram
a utilidade de pequenas leituras de lllumina para a montagem de novo, por si
s6 ou em conjunto com outras tecnologias de sequenciamento (ZERBINO;
BIRNEY, 2008; DIGUISTINI et al., 2009; REINHARDT et al., 2009).

Caracteristicas como tamanho do genoma; conteudo e porcentagem de
guanina — citosina (G + C), determinardo a viabilidade de sequenciar um
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genoma usando a tecnologia lllumina. Por conseguinte, metagenémas
moderadamente complexos podem produzir genomas completos ou quase
completos utilizando exclusivamente a plataforma lllumina (HESS, 2011;
KASSAI-JAGER et al., 2008).

* lon Torrent Personal Genome Machine (PGM)

Embora seja uma tecnologia de sequenciamento por sintese, o lon Torrent
Personal Genome Machine (PGM), adota um enfoque novo para o
sequenciamento de DNA. O lon Torrent PGM supera a dependéncia de
custosos; equipamentos; fotorreceptores e, reagentes artificiais. Pelo uso de
dNTPs naturais, e a medida das mudancas sutis no pH, isto, em oposicéo a
luz emitida, durante os eventos de polimerizagédo (BRAGG e TYSON, 2014).
O lon Torrent PGM € o equilibrio entre o baixo rendimento do Roche 454 e o
ultra rendimento da lllumina, oferecendo o custo de operacdo mais acessivel
das trés plataformas (ROTHBERG et al., 2011).

Tal como, acontece com a tecnologia de pirosequenciamento de Roche
454, o lon Torrent - PGM insere dNTPs na camara de reacdo, com zero ou
mais nucleotideos ligados em cada fluxo. Durante a reagao de polimerizagao,
um ion de hidrogénio é liberado, resultando na diminuigdo do pH da solugao.
Deste modo, a diminui¢ao do pH é proporcional ao numero de nucleotideos
que se ligam durante o fluxo. Em quanto ao indice de erro, considera-se que
o lon Torrrent — PGM, apresenta uma taxa de erro entre 1 e 1,7%, associada
a fluxos excedentes ou insuficientes (LOMAN et al., 2012; ROTHBERG et al.,
2011). Mas, as taxas de erro podem aumentar por ciclo de fluxo e ndo sao
homogéneas em todos os fluxos, dentro do ciclo. Tal como acontece com
lllumina, o lon Torrent PGM exerce viés de cobertura em fragmentos de DNA,
com conteudo muito baixo (£ 20%) ou muito alto (=80%) da percentagem de
G + C. Indicando falsas asseveragdes dos membros da comunidade dentro
do metagenéma (BRAGG et al., 2013; QUAIL et al., 2012).

Sem embargo, o lon Torrent - PGM tem sido amplamente empregado em
bibliotecas de ampliacons e amostras metagendémicas (SOLONENKO et al.,
2013; JUNEMANN et al., 2013; WHITELY et al., 2012; YERGEAU et al., 2012).
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2.6.2 Estratégias para o estudo de amostras metagenémicas

No inicio da metagendémica, as bibliotecas metagenémicas foram
construidas a partir do DNA purificado, com o objetivo de realizar analises
funcionais. No entanto, hoje o sequenciamento € o método de analise mais
comum, devido ao baixo custo das técnicas de sequenciamento pds-Sanger
como pirosequenciamento; sequenciamento por sintese (Roche 454, lllumina)
e por liberagéo de prétons (lon Torrent) (PENA et al., 2013).

Entre as vantagens deste método, esta a obtencdo de terabytes de
informacgéo genética, sem envolver processos de sele¢do e minimizando o
viés de algumas metodologias por exemplo, amplificagdo do rDNA 16S. No
entanto, uma desvantagem de sequenciamento € a montagem bioinformatica
das sequéncias obtidas (CORTES-LOPEZ et al., 2014). A montagem é
baseada na sobreposicdo das sequéncias para reconstruir se¢des completas
e contiguas de DNA (contigs) para montar genomas completos. Porém,
muitas vezes, "contigs", ndo sao suficientemente grandes para abranger uma
regiao inteira e, portanto, n&do podem ser montados. Dai que, seja desejavel
que os fragmentos produzidos pelo sequenciamento estejam de tamanho
grande, pois assim, sua montagem sera mais facil comparado, com a
montagem de fragmentos menores (BONILLA; SOUZA; EGUIARTE, 2008;
CORTES-LOPEZ et al., 2014).

Os progressos atuais, nas tecnologias de sequenciamento de nova
geragéo, tém a capacidade de produzir centenas de giga-bases de dados,
através do sequenciamento de DNA a um custo baixo. O que permite aceder
de uma maneira mais extensa e num curto periodo de tempo, a grande parte
da diversidade de microrganismos e genes funcionais nos distintos nichos
ecologicos (Figura 2) (HUNTER et al., 2014; WATSON, 2014).
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2.6.3 Metagenomica aplicagoes biotecnolégicas

O estudo do DNA obtido diretamente de amostras ambientais, acessa
0s genomas coletivos e ao potencial bioativo dos diversos géneros
bacterianos presentes. (HANDELSMAN, 2004). A metagendmica, portanto,
fornece um meio de explorar novos metabolitos de bactérias que se
reconhece estdo presente em determinados ambientes, mas que
permanecem recalcitrantes ser cultivaveis (BANIK e BRADY, 2010). Além
disso, a metagendbmica é particularmente atraente para a descoberta de
produtos naturais, porque a informagéo genética que codifica atividades de
interesse, esta agrupada em genomas bacterianos, possibilitando a clonagem
de uma via metabdlica inteira, num individuo (HANDELSMAN et al., 1998;
BANIK e BRADY, 2010).

Portanto, as abordagens de rastreamento metagendémico de alto
rendimento, baseado em sequéncias e fungédo, podem ser empregadas, para
replicar vias metabdlicas e compostos conhecidos; reduzindo assim, o alto
grau de redundancia, obtido através de abordagens baseadas na cultura
tradicional. Por conseguinte, abordagens de triagem metagenémica cobrem
uma ampla gama de técnicas, as que estdo sujeitas as especificagdes na
produgéo ou descoberta do composto alvo (Figura 3).

Os diversos micro-biomas podem potencialmente fornecer uma ampla
gama de novas enzimas e biocatalizadores com grandes aplicagdes no
mercado biotecnoldgico, de biocombustiveis e industrias farmacéuticas
(COWAN et al., 2004). Hess e colaboradores (2011), relataram através de um
estudo metagendémico, mais de 2,5 milhdes de novos genes e identificaram
mais de 27.000 enzimas putativas com fungdo -celulolitica. Também,
revelaram os genomas quase completos de 15 microrganismos nao
cultivaveis, usando montagem de novo, a partir de amostras de rumen de
vacas fistuladas, usando plataforma de lllumina. Do modo semelhante, em
amostras de digesta ruminal, utilizando sequenciamento lllumina e montagem

de novo, Wallace e colaboradores (2015), revelaram mais de 1,5 milhdo de
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genes putativos, das quais o 58% nao apresentaram dominio proteico
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aplicagdes biotecnoldgicas. Por conseguinte, convertendo a metagenémica
numa ferramenta muito poderosa, para procurar novas enzimas de utilidade e
aplicagao biotecnologica.

Como a celulose, é um biopolimero valioso para a producdo de
biocombustiveis e outros produtos. Um numero significativo de publicagbes
tem relatado o isolamento de celulases derivadas de metagenémas. Por
exemplo, o rastreio funcional de uma biblioteca metagendmica do solo, para
celulases revelou um total de oito clones celuliticos, um dos quais foi
purificado e caracterizado completamente (VOGET et al., 2006). Enquanto, a
maioria das pesquisas metagendémicas para celulases novas, concentram-se
focadas em ambientes extremos, existem evidéncias suficientes de que,
ambientes n&o-extremos e, portanto, geneticamente bastante diversos,
também possuem uma gama de celulases altamente estaveis e adequadas
para aplicagdes industriais (POPKAMPPER et al., 2009). Por outro lado, vale
ressaltar que as abordagens baseadas em diversos tipos de sequenciamento
metagendmicos levaram a identificacdo de numerosos clones de celuloses
putativas (WARNECKE et al., 2007).

A celulose é, junto com a quitina, provavelmente a fonte de energia
renovavel mais abundante. As plantas geralmente contém 35-50% (peso
seco) de celulose. Esse polimero € constituido por subunidades de glicose 3-
1,4 ligadas (Figura 3) e deve ser hidrolisada em acucar fermentavel para
poder ser usada como uma fonte valiosa para a producdo do bioetanol e
outros produtos (LLMBERGER N. e STREIT W. 2009).

H.OH / H,OH \

H,OH

~OH
HO

OH

\ OH / n_z OH

non-reducingend reducing end

Figura 3. Estrutura de celulosa D-glicose, longo polimero ligagbes [3-1-4.
(LLMBERGER, 2010).
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A degradacao da celulose pode ser realizada por tratamento quimico
ou hidrolise enzimatica. A degradagdo quimica, tem a desvantagem de
poluentes e custos excessivos. E para a hidrélise enzimatica em larga escala,
surge um problema: a celulose é insoluvel em agua, enquanto que, as
celulases necessitam de um ambiente aquatico para a sua funcionalidade.
Uma solugao pode ser o uso de liquidos ibnicos como solvente (HEINZA et
al., 2005). As celulases sao distinguidas de outras hidrolases de glicosideos,
pela sua capacidade de hidrolisar as ligagdes [3-1,4-glucosidicas entre os
residuos de glicose. A ruptura enzimatica das ligagdes R-1,4-glucosidicas na
celulose, prossegue através de um mecanismo de hidrolise acida utilizando
um doador de préton e nucledfilo ou base. A hidrélise pode resultar na
inversdo ou retengdo (mecanismo de substituigdo dupla) da configuragéao
anomérica do carbono-1 na extremidade redutora (HILDEN et al., 2004).
Existem trés tipos principais de atividades de celulase com base em seus
mecanismos de acgdo catalitica: B -1, 4-endoglucanase (EC3.2.1.4);
exoglucanase (incluindo celobiohidrolase (EC3.2.1.91) e cellodextrinase
(EC3.2.1.74) e R -glucosidase (EC 3.2.1.21). As endoglucanases cortam
aleatoriamente sitios internos na superficie de celulose cristalina, gerando
novas extremidades de cadeias. As celobiohidrolase, atuam na redugao ou
nao-redugcdo de extremidades de celulose, libertando celobiose como
produtos principais. As 3 Glucosidases hidrolisam céludextrinas soluveis e
celobiose em glicose (LYND et al.,, 2002). Muitos organismos, incluindo
animais, plantas e microrganismos, produzem celulases; no entanto, a maioria
das celulases sao de origem microbiana (LYND et al., 2002).

Os microrganismos aerobicos, costumam usar o mecanismo de
celulase livre (sistemas de celulase nao complexa) para digerir a celulose; por
exemplo, os fungos, Trichoderma reesei, Humicola insolens e Phanerochaete
chrysosporium, e bactérias pertencentes aos géneros Cellulomonas,
Thermobifida e Bacillus, produzem sempre celulases individuais, incluindo
endoglucanase, exoglucanase e 3 -glucosidase (LYND et al., 2002; WILSON,
2008). A maioria dos microrganismos anaerdébicos, digerem a celulose usando
seu celulossoma, que € um complexo grande de celulase, alguns exemplos

sao os celulossomas de diferentes Clostridia (Clostridium thermoocellum, C.
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cellulolyticum, C. cellulovorans e C. josui) e espécies de Ruminococcus
habitantes do rumen que ja foram estudados em detalhe (BAYER et al., 2004).

O fosforo (P) é um elemento mineral chave para o crescimento, a
reproducdo e o metabolismo dos animais. Em alimentos para animais feitos
de leguminosas e cereais, uma proporgao elevada (40% a 70%) do P total
poderia estar presente no acido fitico (hexo-fosfato de mio-inositol). Nas
plantas, o composto principal para armazenamento de fésforo inorganico é o
fitato. Particularmente abundante em grdos de cereais. O acido fitico € um
composto estavel que é dificil de ser hidrolisado quimicamente, a n&o ser que
seja catalisado pela atividade de enzimas especificas, as inositol
fosfohidrolases, alternativamente conhecidas como fitases, as que podem
clivar as ligagdes multiplas de éster fosférico no acido fitico. (MULLANEY et
al., 2003; DING Q et al., 2010). As fitases e as hidrolases de polissacarideos,
sao suplementos alimentares, importantes na criacdo de aves e suinos.
Devido a que, auxilian aos animais monogastricos a utilizarem plenamente os
alimentos, obtendo assim, um maior indice de conversao alimentar, além de
diminuir a poluicdo ambiental.

O fitato é a forma mais prevalente dos fosfatos de inositol e envolvem
um grupo de compostos de fosforo orgénico amplamente encontrado na
natureza. Nos ecossistemas terrestres, o fitato € sintetizado por plantas e
representa uma quantidade muito relevante (60 a 80%) do fésforo organico
no solo. Nos ambientes aquaticos o fitato a partir do escoamento terrestre € a
principal fonte externa de fésforo organico, sendo um componente menor;
sugerindo que ele é rapidamente hidrolisado em condigdes aquaticas.
Portanto, o fitato pode ter a principal fonte de fosforo disponivel, em ambientes
aquaticos (LIM et al., 2007).

Porquanto, nem todas as fitases sdo estruturalmente semelhantes,
nem tampouco clivam grupos fosfato a partir de fitato, pelo mesmo
mecanismo. Dai que, variadas propriedades cataliticas e exigéncias
relacionadas com estas enzimas, refletem os diferentes métodos, pelos quais
os organismos desfosforilam o fitato, para produzir fosfatos de mio-inositol.
Assim, a fitase (mio-inositol hexaquisphosphate phosphohydrolase; EC
3.1.3.8 ou EC 3.1.3.26), que ¢é segregada por uma variedade de
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microrganismos, tem a capacidade de quebrar rapidamente o fitato em
compostos de fosforo myo-inositol, bem como em outros nutrientes que
podem ser consumidos e utilizados pelos animais (LIM et al., 2007; LIM e
ULLAH 2003).

Hao Tan e colaboradores (2014), implementaram uma abordagem
metagendmica, baseados na fungdo, para rastrear e identificar a atividade de
fitases, numa biblioteca derivada de um solo agricola. Obtendo a identificagdo
de dois novas fitases. Uma dessas fitases, pertence a familia fosfatase
incomum, com o motivo conservado do sitio ativo e possuindo um residuo de
aminoacido adicional. A outra fitase, pertence a um novo tipo, que é codificado
por varias ORFs, diferentes das fitases atualmente conhecidas, as quais séo
codificados por uma unica ORF. Recentemente no ano 2015, um gene da
fitase que codifica para uma proteina da familia da fosfatase acida de histidina
(HAP), foi identificado, num metagenéma de disposigao publica, derivado de
aguas subterraneas. A sequéncia de nucleotideos do gene da fitasse, foi
clonado e sintetizado quimicamente, com a finalidade de sobre-expressar a
fitase em Escherichia coli. A proteina purificada da fitase recombinante
demonstrou, atividade de acido fitico de 298 + 17 umol P/min/mg, pH éptimo
de 2,0 e, temperatura de 37°C. Com um 6ptimo pH, por embaixo da maioria
das fitases HAP conhecidas. Sugerindo, que esta fitase possa possuir, uma
melhor capacidade de adaptacao a condi¢cdes de baixos pH, produzidos pelo
acido gastrico em animais monogastricos (TAN et al., 2015).

De outro lado, os produtos naturais microbianos exibem imensa
diversidade e complexidade estrutural e tém capturado a atencdo dos
pesquisadores por varias décadas. Eles foram explorados para um amplo
espectro de aplicagées, sendo o mais notavel o papel proeminente na
medicina, e sua versatilidade se expande, para a aplicacdo de medicamentos
em muitas doengas. Sendo um importante recurso, para esta producgéo, hoje
e nos ultimos 30 anos, 70% dos antimicrobianos e 60% dos quimioterapicos
foram desenvolvidos ou sintetizados de maneira analoga (POMPONI, 2001;
GRUSCHOW et al., 2011). Tradicionalmente, fontes terrestres forneceram a
maior parte dos produtos naturais para moléculas de drogas. O acesso a

ambientes inexplorados que abrigam microrganismos exclusivos é promissor
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para a descoberta de novos metabdlitos bioativos com funcionalidades
distintivas (MONTASER R e LUESCH, 2011; TRINIDADE et al., 2015).

A maioria dos produtos naturais microbianos, biologicamente ativos
sao produzidos por cepas que podem ser isoladas e cultivadas em laboratério.
No entanto, a era gendémica revelou que as bactérias cultivadas representam
uma mera fragdo da biodiversidade bacteriana total estimada. Com o
desenvolvimento da metagendémica, a maioria dos microrganismos, passaram
a ser acessiveis para analises funcionais. Pelo que, através de estudos
metagendmicos, novos biossintéticos, estdo sendo descobertos num ritmo
que anteriormente ndo era possivel. Destacando-se o impacto dessas
descobertas, no campo dos produtos naturais (MICHEAL et al., 2013; BASHIR
et al., 2014).

As bactérias sdo provavelmente a maior esperancga para a descoberta
de novos antibioticos, para combater a crescente prevaléncia de agentes
patogénicos resistentes aos antibioticos (WRIGHT, 2012). Como exemplo
disso, sado conhecidos mais de 10.000 metabolitos biologicamente ativos, com
propriedades terapéuticas contra cancer, HIV, inflamacdes e muitas outras
doencas humanas (BERDY, 2005).

Na area de farmacos de produtos naturais, metabolitos ou vias
putativas para familias estruturais conhecidas e, algumas familias estruturais
anteriormente néo relatadas, tém sido isolados de solos (CHANG e BRADY,
2011; FENG et al., 2011), insetos (PIEL, 2002), animais marinos (RATH et al.,
2011; SCHMIDT et al.,, 2012), dentre outros habitats ecolégicos usando
ferramentas metagendomicas. Além disto, montagens de sequéncias mais
longas, permitiram a detec¢cdo mais sensivel de caracteristicas genémicas
complexas, tais como: CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats); PKS (polyketide synthase) ou NRPS (non-ribosomal
peptide synthase) clusters de genes que codificam para metabolitos
secundarios. No ano 2002 Gillespie e colaboradores, isolaram genes para
Turbomicinas A e B de uma biblioteca metagenémica, demonstrando a
viabilidade e o potencial das abordagens metagendmicas para pesquisar
novos compostos antimicrobianos. Similarmente, Chang e Brady relataram

um agrupamento de genes isolados do solo, que codifica compostos a base
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de Indolotriptenolina, uma familia pequena e relativamente rara de produtos
naturais que exibem uma atividade potente contra certas linhas de células
tumorais (GILLESPIE et al., 2002; CHANG e BRADY, 2011).

Estes descobrimentos fomentaram amplas agbes em busca de novas
drogas biomédicas importantes, como evidenciado por varios estudos. A
pesquisa de moléculas bioativas usando uma abordagem metagendmica
geralmente, tem sido conduzida usando métodos baseados em homologia ou
rastreio funcional de genes (ALLEN et al., 2009; BANIK e BRANDY 2010).

2.7 Citricultura no Brasil

Um dos setores mais competitivos do agronegocio no Brasil € a
citricultura. Sendo, o estado de Sao Paulo o responsavel por 74 % da
producgéao de laranjas e de 95% da produgéao de suco concentrado (INVESTE,
2012). O maior produtor de suco concentrado de laranja no mundo é Brasil,
as exportagdes abrangem mais de US$ 1,5 bilhdo por ano; gerando assim
empregos diretos e indiretos (CITRUSBR, 2016).

A citricultura envolve o cultivo de laranja, limao, lima e tangerinas. O
género Citrus compreende as familias das Meliaceas, Simarulaceas e
Rutaceas (ALVES; MELO, 2003). As espécies de frutos mais cultivaveis sao:
as laranjas doces (Citrus sinensis Osbek); as tangerinas (Citrus reticulata
Blanco); os limdes verdadeiros (Citrus limon, Lush); as limas acidas tahiti
(Citrus latifolia, Tanaka) e galego (Citrus aurantifolia, Tanaka) e, o pomelo
(Citrus maxima) assim como outras espécies menos conhecidas. (DONADIO;
MOURAO FILHO; MOREIRA, 2005)

Durante a ultima década, os cultivares de citros, vém sofrendo com
doencgas bacterianas como o “Greening” (“Huanglongbing/HLB”), a Clorose
Variegada dos Citros (CVC) e o Cancro Citrico. Doengas que foram
responsaveis pela erradicacdo de 39 milhdes de arvores do parque citricola
de Sao Paulo e do Triangulo Mineiro, onde a cultura é feita de maneira
intensiva (NEVES et al.,2010).

Uma das mais ameacgadoras doengas dos citros é o cancro citrico,
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afetando quase todos os tipos de culturas citricas comercialmente
importantes, comprometendo significativas perdas de producao,
principalmente para os cultivos de citros em larga escala (GRAHAM;
GOTTWALD; PIERCE, 2004. Segundo o Fundo de Defesa da Citricultura
(FUNDECITRUS), a incidéncia do cancro citrico passou de 1% no ano 2011,
para 1,39 % em 2012, sendo o mais alto dos dultimos 12 anos
(FUNDECITRUS, 2013). Ademais, tem dificultado e restringido o comercio a
nivel mundial de frutas citricas in natura, por ser uma doenca quarentenaria.
Esta doencga provoca extensos danos aos citros e a gravidade da infec¢ao
varia de acordo com as diferentes espécies bacterianas e as condi¢des

climaticas prevalecentes.

Para a doencga cancro citrico ndo existe um controle eficiente, no Brasil,
o controle baseia-se essencialmente na exclusao e erradicacado de plantas e
pomares afetados pela doencga e, na pulverizagao com cobre, a que deve ser
repetida para cada brotagdo da doenga (GRAHAM et al., 2004). No entanto,
esse controle quimico, ndo é eficaz em bloquear adequadamente o
desenvolvimento da doenga e, seu uso pode ocasionar o surgimento de
isolados resistentes (BEHLAU et al., 2012). Portanto, novos métodos de
controle devem ser buscados a fim de encontrar um mecanismo efetivo para

o tratamento e controle da doenca.

A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) é o agente etioldgico da
doenca conhecida como cancro citrico. A Xcc é uma bactéria Gram negativa
que possui forma de bastonete; aerdbica; com metabolismo oxidativo e nunca
fermentativo; ndo é fixadora de nitrogénio; n&o forma esporos; possui um
unico flagelo polar. Forma colénias amarelas e mucoides em meios de cultura
artificiais, Por causa do pigmento conhecido como xanthomonadina, ademais,
tem aparéncia brilhante por causa do exopolissacarideo conhecido como
goma de xantana (STARR 1981; JANSSON et al., 1975; BRUNINGS;
GABRIEL, 2003).

A invasdo e a colonizacdo do hospedeiro € realizada através de

aberturas naturais das folhas (estématos) e pelos ferimentos nos tecidos
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vegetais (GABRIEL et al., 1989; RYAN et al., 2011). O patdégeno se multiplica
nos espacos intercelulares para causar o cancro, desencadeando hiperplasia
e hipertrofia no hospedeiro ao alterar a transcricdo de alguns genes. Os
sintomas tipicos incluem lesdes corticosas e necroticas, rodeadas por uma
margem embebida de agua ou 6leo nas folhas e frutos, seguidos da desfolha
induzida, geral declinio de arvores, frutos deteriorados e queda prematura de
frutos em arvores severamente infectadas. (CERNADAS; CAMILLO;
BENEDETTI, 2008).

Existem trés formas diferentes de cancro citrico, causadas por duas
especies de Xanthomonas, cancro citrico tipo A, B e C. A diferenciagao
dessas formas € baseada principalmente na distribuigdo geografica e gama
de hospedeiros do patégeno, (STALL e SEYMOUR, 1983). A forma asiatica
de cancro é a cancrose tipo A, causada por Xanthomonas citri subsp. Citri
(Xcc) (SCHAAD et al., 2005) é a forma mais comum e generalizada doenca
e, sua distribuicdo geografica continua no aumento. A doenga é endémica em
mais de trinta paises: de Asia, no pacifico da india, Paquistdo, as ilhas do
Oceano indico, Sudeste Asiatico, na América do Sul, e no Sudeste da China
e Japao. Xcc, tem um amplio rango de hospedeiro, causando a doenga na
grande maioria das especies citricas: C. paradisi, C. aurantifoli, C. sinensis e
C. reticulata. A cancroses tipo B €& causada pela bactéria Xanthomonas
fuscans subsp. aurantifolii tipo B (XauB) (MOREIRA et al., 2010), tem
sintomas similares a os sintomas presentes no cancro A, mas, os sintomas
demoram mais tempo em aparecer; isto como consequéncia do crescimento
mais lento de bactéria (XauB), o rango de hospedeiro esta restrito a C. limon,
mas também tem sido isolado esporadicamente de C. sinensis e C. paradisi
(NAMEKATA, 1971; CIVEROLO, 1984). Esta cancrose tipo B, foi inicialmente
isolada na Argentina, mas ate hoje tem sido reportado casos de doencga
também em Uruguay e Paraguay (CIVERLO, 1984). A cancrose tipo C s6 tem
sido identificado no estado de Sao Paulo, Brasil (MALAVOLTA et al., 1984) e
tem os mesmos sintomas que o cancro citrico tipo A, é causada por
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C (XauC) e so infecta a C.
aurantifolii (MOREIRA et al.,2010).
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