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Apresentacao

O conhecimento sobre a composicao e a fisiologia de comunidades
microbianas no solo pode ter grande impacto no delineamento de
estratégias de recuperacao de areas degradadas e na descoberta de
genes e produtos de interesse biotecnolégico. Ha até poucos anos,
pouco era conhecido sobre comunidades microbianas associadas a
solos ultramaéficos (caracterizados pelo excesso de metais como o
niquel, e a baixa disponibilidade de nutrientes), seja sob vegetacao
nativa, ou sob condicdes extremas de degradacao. Por isso, é grande
o potencial de descoberta de mecanismos fisioldgicos de resisténcia ao
excesso de metais caracteristico desses ambientes.

Microrganismos sdo fontes potenciais de enzimas utilizadas pela
indUstria, e de varios outros produtos de interesse biotecnoldgico.
Entretanto, métodos tradicionais de isolamento subestimam a ampla
diversidade microbiana presente nos mais distintos ambientes. Enzimas
microbianas que conferem resisténcia a metais tém importancia
biotecnolégica e ambiental a partir de seus usos potenciais em
processos de biorremediacédo através do uso de isolados naturais ou
modificados geneticamente. Além disso, a associacao de bactérias
adaptadas a ambientes ultramaficos, ou da utilizacdo de seus genes,
com plantas hiperacumuladoras de metais apresentam uma potencial
aplicacdo na recuperacao de ecossistemas contaminados com excesso
de metais.



Este trabalho apresenta as bases da aplicacdo de uma abordagem
independente de cultivo no estudo de recursos genéticos microbianos
presentes nas areas de mineracao do macico ultramafico de Barro Alto
(GO). Tal abordagem esta sendo utilizada no Projeto Diversidade e
Prospeccao de Genes Bacterianos Envolvidos com Tolerancia a Niquel
na Rizosfera de Plantas Adaptadas a Solos Ultramaficos (Embrapa
Macroprograma 3), iniciado em 2010, e liderado pela Embrapa
Cerrados.

José Robson Bezerra Sereno
Chefe-Geral da Embrapa Cerrados
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Metagenémica e sua
Aplicacao no Estudo de
Diversidade e Funcao de
Microrganismos de Solos do
Cerrado

Marco Aurélio Caldas de Pinho Pessoa Filho

Introducao

O conhecimento sobre a composicao e a fisiologia de comunidades
microbianas no solo pode ter grande impacto no delineamento de
estratégias de recuperacao de areas degradadas e na descoberta de
genes e produtos de interesse biotecnolégico. Ha até poucos anos,
pouco era conhecido sobre comunidades microbianas associadas a
solos ultramaficos (caracterizados pelo excesso de metais como o
niguel, e a baixa disponibilidade de nutrientes), seja sob vegetacao
nativa, ou sob condi¢cdes extremas de degradacao. Por esse motivo,
é grande o potencial de descoberta de mecanismos fisioldgicos de
resisténcia ao excesso de metais caracteristico destes ambientes.

No dmbito do Projeto Relacdes entre Metais do Solo e a Biodiversidade
no Cerrado: ferramentas para a conservacao ambiental e recuperacao
de areas degradadas (Embrapa Macroprograma 2), foi proposta

a avaliacao do impacto das atividades de mineragcao no macico
ultraméafico de Barro Alto (GO) na qualidade do solo e das aguas

da regido. O projeto contém componentes de avaliacao da riqueza
microbiolégica do solo, e em conjunto com o Projeto Diagndstico,
Monitoramento e Recuperacdo de Areas Impactadas pela Mineracéo
de Niquel na Bacia do Alto Tocantins (MCT/CNPq/CT-Agronegdécio/
CT-Hidro/MAPA-SDCSPAE N° 44/2008), objetiva o desenvolvimento
de técnicas inovadoras de recuperacao de areas degradadas no macico
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ultraméfico de Goias a partir do levantamento de dados sobre fatores
edéficos, floristicos e microbioldgicos, e sua aplicacdo na recuperacao
e no monitoramento dessas areas. Tais iniciativas tiveram origem com
os projetos Distribuicao e Biodisponibilidade dos Metais Pesados em
Solos de Uso Agricola do Planalto Central (MCT/CNPq/CT-Agronegoécio
Universal 01/2002), e Avaliacdo Ambiental em Area de Mineracao

de Niquel no Brasil: perspectivas para remediacao e sustentabilidade
(MCT/CNPqg/CT- Mineral n® 20/2006), que foram pioneiros na Embrapa
Cerrados na geracao de conhecimento sobre o solo da regidao de Barro
Alto (GO), e no estudo da interacao vegetacao-solo.

Microrganismos sao fontes potenciais de enzimas utilizadas pela
industria, e de varios outros produtos de interesse biotecnoldgico.
Entretanto, métodos tradicionais de isolamento subestimam a ampla
diversidade microbiana presente nos mais distintos ambientes. Enzimas
microbianas que conferem resisténcia a metais tém importancia
biotecnolégica e ambiental a partir de seus usos potenciais em
processos de biorremediacao através da utilizacdo de isolados naturais
ou modificados geneticamente. Além disso, a associacado de bactérias
adaptadas a ambientes ultramaficos, ou da utilizacao de seus genes, com
plantas hiperacumuladoras de metais apresentam a potencial aplicacao
na recuperacao de ecossistemas contaminados com excesso de metais.

Este trabalho apresenta as bases da aplicacao de uma abordagem
independente de cultivo no estudo de recursos genéticos microbianos
presentes nas areas de mineracdo do macico ultramafico de Barro Alto
(GO). Tal abordagem esta sendo utilizada no Projeto Diversidade e
Prospeccao de Genes Bacterianos Envolvidos com Tolerancia a Niquel
na Rizosfera de Plantas Adaptadas a Solos Ultramaficos (Embrapa
Macroprograma 3), iniciado em 2010, e liderado pela Embrapa Cerrados.

O projeto visa contribuir (i) na geracdao de dados sobre a estrutura e a
fisiologia de comunidades bacterianas presentes nas areas estudadas
pelos projetos citados; e (ii) na prospeccao de genes de interesse
biotecnoldgico envolvidos com mecanismos de tolerancia a niquel

em bactérias. Espera-se atingir esses objetivos aliando-se técnicas
tradicionais de isolamento de bactérias a utilizacdao de uma abordagem
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avancada em gendmica e biotecnologia microbiana, independente de
cultivo, e hoje amplamente empregada por grupos de pesquisa de
ponta em diversos paises: a metagendmica. Uma breve revisdo sobre
essa metodologia e sua aplicagdo no estudo da microbiota de solos
ultraméaficos é apresentada a seguir.

Diversidade Microbiana — mudancas
de paradigma

Por muito tempo, microbiologistas ignoraram o desafio de identificar e
caracterizar organismos nao cultivaveis. Entre os anos 1960 e 1970,
essa missao foi deixada nas maos de alguns cientistas que persistiam
em acumular informacdes que sugeriam que meios de cultura nao
capturavam o espectro completo da diversidade microbiana.

As raizes da microbiologia estdo associadas ao advento da microscopia,
com o primeiro relato da visualizacdo de uma célula bacteriana datando
de 1663, por Antonie van Leeuwenhoek. Por 200 anos, o microscoépio
permitiu a visualizacdo de bactérias heterotréficas, autotréficas,

ou de parasitas obrigatérios. A primeira mudanca de paradigma em
microbiologia surgiu com os trabalhos de Robert Koch. A partir dos
anos 1880, seus postulados e sua inovacao no desenvolvimento

de meios de cultura levaram a divisao do mundo microbiolégico

em cultivavel e nao cultivavel. O interesse de pesquisadores foi
dedicado ao estudo de bactérias mantidas em cultura pura, gerando a
consideravel quantidade de informacdes contidas em livros-texto de
microbiologia (HANDELSMAN, 2004).

Levantamentos sobre a atividade de microrganismos aquaticos nao
fotossintéticos evidenciaram que grande parte do mundo microbiano
nao era representada pelos organismos cultivaveis (STALEY;
KONOPKA, 1985). Resultados indicavam uma grande discrepancia
entre os tamanhos populacionais estimados por diferentes métodos
de quantificacdo. Esse fendmeno ficou conhecido como “a grande
anomalia em contagem em placas”. Era comum o relato de valores
muito maiores de células bacterianas por contagem microscoépica
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direta do que por contagem em placa de cultivo. Especulava-se que

as bactérias que nao cresciam em meio de cultura ndo eram viaveis,
ou como alternativa, que elas poderiam ser consideradas vivas, mas
incapazes de crescer sob as condicbes fornecidas pelo procedimento
de cultivo (STALEY; KONOPKA, 1985). Em ambientes como o solo, os
valores chegavam de 0,1% a 1% de bactérias presentes no ambiente
que poderiam ser cultivadas em meios de uso padrao (TORSVIK

et al., 1990).

Uma nova mudanca de paradigma aconteceu em 1985, com um grande
avanco experimental baseado no trabalho pioneiro de Carl Woese,

que demonstrou que genes do RNA ribossomal (rRNA) poderiam

ser utilizados como ferramentas de medida de divergéncia evolutiva
(WOESE, 1987). A anélise direta das sequéncias dos genes rRNA 5S

e 16S foi utilizada para a descricao da diversidade de microrganismos
em uma amostra ambiental, sem isolamento ou cultivo (LANE

et al., 1985). Essa metodologia ficou conhecida como filotipagem. Na
época, essa abordagem apresentava o grande desafio técnico de se
trabalhar com sequenciamento direto de RNA ou de cépias de DNA
geradas por transcriptase reversa. O desenvolvimento da tecnologia da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e o desenho de iniciadores que
poderiam ser utilizados na amplificacdo do gene ribossomal aceleraram
a descoberta de novos tdxons nos mais diversos ambientes terrestres
(HANDELSMAN, 2004).

A partir dai, diferentes técnicas moleculares foram desenvolvidas
empregando o gene ribossomal bacteriano como marcador de
diversidade filogenética. A amplificacdo da regido 16S a partir de

uma amostra ambiental, com iniciadores conservados, foi seguida da
utilizacdo de técnicas como eletroforese em agarose ou poliacrilamida,
eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) (MUYZER

et al., 1993), ou eletroforese capilar.

A amplificacado da regido espacadora entre as unidades 16S e 23S (a
regido ITS) também foi utilizada como forma de se estimar diversidade
entre tdxons mais préximos, devido a sua maior taxa de mutacéo e
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maiores niveis de diversidade de sequéncia. Essa tecnologia ficou
conhecida como RISA (do inglés rRNA internal spacer analysis, anélise
do espacador interno do rRNA) (BORNEMAN; TRIPLETT, 1997). Os
autores utilizaram dados de variabilidade da regido espacadora em
comunidades microbianas do solo da Amazénia Ocidental para a
andlise do impacto da acao humana nessas regides. Seus resultados
mostraram que existe uma mudanca efetiva na diversidade de uma area
de floresta quando comparada a uma area recentemente desflorestada
e convertida em pastagem. A utilizacao de iniciadores marcados com
fluorescéncia foi atualizada para sua aplicacao em alta escala (ARISA,
do inglés automated RISA, RISA automatizado), através da separacao
de produtos por eletroforese capilar e deteccao de fragmentos a laser,
em sequenciadores automéaticos (HARTMANN et al., 2005).

A posterior fragmentacdo do amplicon por enzimas de restricao
(ARDRA, andlise de restricao do DNA ribossomal amplificado) também
foi implementada como ferramenta molecular de andlise de diversidade
bacteriana. A técnica é, na verdade, uma variacdo do RFLP (restriction
fragment length polymorphism, polimorfismo de comprimento do
fragmento de restricao), e envolve a fragmentacdao — por uma ou varias
enzimas de restricdao — do fragmento ribossomal amplificado, seja

ele 16S, 23S, ou espacador, dependendo do tipo de aplicacdo desejado
(REIS JR et al., 2002).

A inclusdo de um passo de clonagem de fragmentos de DNA
“ambiental” em um hospedeiro cultivavel levou ao surgimento

de uma nova linha de pesquisa em diversidade microbiana e na
biotecnologia de microrganismos. A analise genémica de uma
populacao de microrganismos surgiu como peca-chave de um novo
avanco na pesquisa em microbiologia. Assim, capturado para estudo
e preservacao, DNA microbiano poderia ser utilizado na busca de
informacodes sobre a fisiologia e a genética de organismos nao
cultivaveis (HANDELSMAN, 2004). A esse novo insight no mundo das
bactérias nao cultivaveis foi dado o nome de metagendémica.

13
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Metagenomica — gen6mica aplicada
a amostras ambientais

Na dltima década, a evolucao dos estudos em microbiologia ambiental,
utilizando métodos independentes de cultivo, permitiu o estabelecimento
de uma nova abordagem no estudo de diversidade, gendmica e funcao
génica em microrganismos ditos “nao cultivaveis”. Como alternativa para
a busca de novos produtos naturais provenientes de microrganismos

do solo, foi proposta a estratégia de clonagem do metagenoma (o DNA
total de microrganismos presentes em um determinado ambiente), para
se acessar o genoma coletivo e o0 maquinario biossintético da microbiota
de solo (HANDELSMAN et al., 1998).

O primeiro relato de clonagem de DNA diretamente extraido e purificado
de amostras ambientais foi feito em uma anélise de comunidades
microbianas marinhas (SCHMIDT et al., 1991). Este trabalho tratava

da amplificacao e clonagem do gene 16S, e posterior sequenciamento
de clones dessa biblioteca, permitindo um levantamento da diversidade
filogenética das populacdes de picoplancton marinho. Posteriormente,

a construcao de uma biblioteca metagendmica a partir de uma mistura
de organismos enriquecidos em gramineas ressecadas em laboratério
permitiu a deteccao de clones que expressavam atividade celulolitica
(HEALY et al., 1995). A partir dai, foram estabelecidas as bases de dois
dos componentes principais da pesquisa em metagendmica: a andlise
de diversidade microbiana da fracao nao cultivavel de organismos e a
andlise funcional de genes de organismos presentes em um ambiente
de interesse, independente do cultivo destes.

O termo metagendmica foi descrito pela primeira vez por Jo
Handelsman, da Universidade de Wisconsin (EUA), a partir da sugestao
de uma série de procedimentos para acessar o metabolismo de
microrganismos desconhecidos no solo. Seu propdsito era avancar

a pesquisa em produtos naturais. Partindo do pressuposto de que a
grande maioria dos microrganismos de solo nunca foi isolada nem
cultivada em laboratério, foi sugerido que esse ambiente poderia
constituir a maior fonte de recursos ainda intocados para a quimica

de produtos naturais (HANDELSMAN et al., 1998). A metodologia
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sugerida seria a clonagem de metagenomas a fim de se acessar os
genomas coletivos e o maquinario biossintético da microbiota de solos.

Em linhas gerais, anélises metagendmicas consistem no isolamento

de DNA proveniente de uma amostra ambiental, fragmentacao e
insercao do DNA em um vetor adequado, transformacao de um
hospedeiro bacteriano, e screening das células recombinantes.

Os clones podem ser avaliados quanto a presenca de marcadores
filogenéticos (conhecidos como ancoras), tais como o préprio gene
rRNA 16S ou o gene recA, ou de outros genes conservados. Também
podem ser testados quanto a expressao de fendtipos ou caracteristicas
especificas, tais como atividades enzimaticas ou a producao de
antibiéticos. Por fim, outra possibilidade é o sequenciamento aleatério
de clones da biblioteca (HANDELSMAN, 2004). Na Figura 1, mostra-se
um organograma classico em projetos de metagen6mica.

Escolha de um metagenoma

Projetos Genoma l
Tradicionais
Descrever ambiente o = Amostra
Projetos em . . .
Metagenomica (coleta de metadados) \ Avaliar diversidade
l +Anélises de rRNA 16S

Extracao _— *Fingerprinting com T-RFLP
+Andlises baseadas em hibridizagao
DNA/RNA

l

Criar biblioteca

[ Baseados em sequéncia
[ Baseados em fungéo

Novas tecnologias permitem
0 sequenciamento sem
a construgéo de bibliotecas

\

Sequenciamento Avaliar fungio
/ [\ Depésito e ¥
W curadoria de Express&o de genes
Montagem 1 D | banco de em sistemas heterélogos
v Comparar genes dados Il
Anotacéo i I Detecgéo de clones positivos
1 cg?nrzr::;::s Bioinformati para a fungéo de interesse
Identificar P atica l
Geragéo e e Analise :
de genomas i e Sequenciamento de clones
completos \
O QUE ELES

‘Diagrama’ completo de um organisme. o 5 s ORGANISMOS? ~ ESTAO FAZENDO?

Traduzido e adaptado de: RESEARCH COUNCIL (U.S.). COMMITTEE ON METAGENOMICS: CHALLENGES AND FUNCTIONAL APPLICATIONS, 2007

Figura 1. Fluxograma comparativo de projetos genoma tradicionais e projetos em

metagendmica.
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Em termos praticos, as diversas abordagens que compdem o que se
chama hoje de metagen6mica incluem a caracterizacdao de comunidades
microbianas ou seus membros, por métodos independentes de cultivo,
aplicando técnicas de andlise em alta escala (ferramentas da gendmica,
protedmica, transcriptémica, etc.) (RESEARCH COUNCIL (U.S.).
COMMITTEE ON METAGENOMICS: CHALLENGES AND FUNCTIONAL
APPLICATIONS, 2007).

Dessa forma, duas estratégias sdo mais frequentemente utilizadas na
busca de alvos funcionais presentes em bibliotecas metagenémicas,

sendo possivel dividir os estudos nos seguintes tipos de abordagens:
screenings baseados em anélise funcional e screenings baseados em
sequenciamento.

Uma abordagem baseada em funcao génica busca por clones que
expressam a caracteristica de interesse nas bibliotecas construidas.

A partir da selecao de clones positivos, é possivel a obtencao de
informacdes acerca do controle genético da caracteristica em estudo.
Isso pode ser realizado por subclonagem e sequenciamento do
fragmento metagendmico inserido no vetor de expressao, e posterior
anotacao génica para definicdo das ORFs (open reading frames, fases
abertas de leitura, sequéncias de DNA que potencialmente codificam
um peptideo ou proteina) presentes no fragmento clonado (MIRETE

et al., 2007). Uma das vantagens desse tipo de estratégia esta na
possibilidade de se capturar clones com potencial aplicacao direta — por
exemplo, na descoberta de enzimas de interesse biotecnoldgico para

a industria. Outra vantagem é a chance de descoberta de sequéncias
funcionais ndo descritas em estudos anteriores, com papéis distintos de
biocatalisadores ja conhecidos (YUN; RYU, 2005).

Outrossim, para que os fragmentos metagendmicos inseridos nos
hospedeiros de expressao (por exemplo, E. coli), possibilitem a
deteccao de clones positivos para a caracteristica de interesse na
biblioteca, é preciso que a os genes contidos nos fragmentos sejam
corretamente transcritos, traduzidos e que as enzimas sintetizadas
sejam biologicamente funcionais. Além disso, caso a funcao bioldgica
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exija a expressao de multiplos genes, é necesséria a presenca de
todos os genes da via em questao, para que essa seja identificada.
Em uma situacdo em que centenas ou milhares de clones precisam
ser avaliados, essa estratégia exige o estabelecimento de métodos
eficientes e econbmicos para que a avaliacao seja feita em alta escala
(YUN; RYU, 2005).

Os primeiros estudos que utilizaram um screening baseado em
sequéncia fizeram uso de hibridizacdao ou PCR para a deteccado de genes
de interesse, tendo como referéncia sequéncias de DNA conservadas.
Assim, tal estratégia ndo poderia ser aplicada para um ndmero grande
de alvos, e também nao garantiria a obtencdo de genes completos, ou
grupos génicos necessarios para a sintese de um produto desejado.
Apesar de ja ter sido utilizada na descoberta de varias enzimas de
importancia industrial, a aplicacao tipica para esse tipo de abordagem
acabou sendo a amplificacdo de genes ribossomais em estudos de
diversidade filogenética (YUN; RYU, 2005).

Estudos de sequenciamento de bibliotecas metagendmicas tém feito
uso de sequenciamento shotgun e, mais recentemente, sequenciamento
de nova geracao (como por exemplo, pirosequenciamento). Essas
metodologias fornecem uma grande quantidade de informacao, desde
relacdes filogenéticas, descoberta de novos genes e deducao de vias
metabdlicas em bactérias nao cultivaveis. A quantidade de dados

leva a andlises laboriosas para as quais novos paradigmas de estudo
empregando bioinformatica ainda estao sendo estabelecidos.

Tanto os estudos baseados em prospeccao de funcao, quanto os
estudos que fazem uso de sequenciamento de DNA apresentam uma
baixa frequéncia de deteccao de clones positivos (tdo baixas quanto 4
clones positivos em 930.000 clones avaliados) (HENNE et al., 2000).
Vérias estratégias foram implementadas para aumentar a eficiéncia

no screening. Entre elas, o uso de organismos hospedeiros como
Streptomyces lividnas ou Pseudomonas putida além de E. coli a fim
de se superar as limitacoes e dificuldades da expressao heteréloga

do metabolismo secundarios (KOMATSU et al., 2010). Etapas de
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enriquecimento de microrganismos nao cultivaveis que contém as
caracteristicas de interesse também tém sido empregadas antes da
construcao de bibliotecas metagenémicas (ENTCHEVA et al., 2001).
O objetivo desse processo é aumentar a quantidade de DNA de boa
qualidade de organismos relacionados com um fendtipo de interesse.
No artigo citado, Entcheva et al. (2001) utilizaram altas quantidades
de avidina nos meios de cultura, a fim de favorecer o crescimento de
microrganismos produtores de biotina. O DNA extraido das culturas
enriquecidas foi utilizado na construcao de bibliotecas de cosmideos
com insertos maiores que 30.000 pb.

Metagenémica em Solos
Ultramaficos

Solos ultramaficos (ou serpentinicos) apresentam excesso de metais
potencialmente téxicos, tais como cobalto, cromo e, principalmente,
niquel, além de baixa disponibilidade de nutrientes, como calcio e
fésforo, apresentando forte desequilibrio mineral. Essas caracteristicas
levam a ocorréncia de uma gama de espécies endémicas adaptadas a
condicOes extremas, e a presenca de mecanismos fisiolégicos vegetais
distintos, como a hiperacumulacdo de metais (BAKER et al., 2000,
BROOKS, 1987, JAFFRE et al., 1976, LEE et al., 1977). Entre os
metais, o niquel é provavelmente o que causa os maiores efeitos de
toxicidade a plantas ndao adaptadas. A biodisponibilidade de niquel, em
geral, é suficiente para criar estresse fisiolégico na maioria das plantas
que crescem nesse tipo de solo (RAJKUMAR et al., 2009).

Ambientes ultraméficos tém sido estudados no mundo inteiro quanto

a suas composicoes floristicas, edéaficas e fisiolégicas (REEVES

et al., 2007). Apesar disso, ha até poucos anos, a microbiologia
desses ambientes era pouco conhecida (OLINE, 2006). A microbiota
desse tipo de solo provavelmente exibe fortes respostas evolutivas e
fisiolégicas as condicoes ambientais locais, compondo comunidades
com caracteristicas bioldégicas tao interessantes quanto as populacoes
endémicas de plantas presentes em macicos ultramaficos. Isso se deve
ao contato direto da microbiota com a composicao e as propriedades
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guimicas Unicas desses ambientes, e com a rizosfera de plantas
tolerantes e (ou) hiperacumuladoras de niquel (OLINE, 2006).

A hiperacumulacao de metais depende nao sé da planta, mas

também da interacao do tecido radicular com microrganismos da
rizosfera, e das concentracoes de metais biodisponiveis no solo
(RAJKUMAR et al., 2009). O papel de bactérias no crescimento de
plantas adaptadas a solos ultraméficos é significativo através de
mecanismos como a fixacdo de nitrogénio atmosférico, a utilizacao de
acido 1-carboxilico 1-aminociclopropano (ACC) como a Unica fonte de
nitrogénio, a producao de sider6foros, ou a producao de hormoénios
reguladores do crescimento de plantas (RAJKUMAR et al., 2009).
Varios microrganismos de solos serpentinicos sdo capazes de solubilizar
formas nao disponiveis de metais através da excrecao de acidos
organicos (RAJKUMAR et al., 2009). Isolados de solos ultraméaficos,
resistentes a altas concentracdes de metais, aumentam a eficiéncia de
processos como a fitoextracao de forma direta por meio de um maior
acumulo de metais nos tecidos da planta, e de forma indireta por meio
de maior desenvolvimento de biomassa radicular e de parte aérea de
hiperacumuladoras (RAJKUMAR et al., 2009).

No Brasil, complexos ultramaficos no Estado de Goids possuem grande
importancia econdmica em razao da intensa atividade de mineracao
nessas areas, desde o final dos anos 1970. As reservas sao estimadas
em 100 milhdes de toneladas de niquel extraivel (equivalente a 2
milhdes de toneladas de niquel metdlico), e as operacées de mineracao
resultaram na degradacao de extensas areas de vegetacdo natural.
Expedicdes de prospeccao floristica tém sido realizadas desde o

final dos anos 1980 (BROOKS et al., 1992, BROOKS et al., 1990,
REEVES et al., 2007), sendo relatadas varias espécies com capacidade
hiperacumuladora de niquel. Além disso, a identidade exata de
somente 13 espécies vegetais foi determinada, de um total de 79
espécimes coletados, com potencial presenca de mais de 30 espécies
diferentes (REEVES et al., 2007). Dada a potencial exposicdo desses
ambientes a fortissima degradacao ambiental, projetos que proponham
levantamentos sobre flora, macrofauna, microbiologia de solos, e o
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conhecimento sobre fatores edaficos e biogeoquimicos, visando ao
desenvolvimento de técnicas inovadoras de recuperacao dessas areas
apoés as atividades de mineracao, sao de extrema importéncia na
manutencao da sustentabilidade da atividade mineradora no Cerrado.

Alguns trabalhos tém tratado do estudo das bactérias presentes

em solos ultraméaficos, e das suas interacées com plantas
hiperacumuladoras de niquel (ABOU-SHANAB et al., 2003,

ABOU- SHANAB et al., 2007, MENGONI et al., 2001, SCHLEGEL

et al., 1991). Comunidades bacterianas presentes em solos
ultramaficos tém uma maior tolerancia a altos niveis de niquel e

zinco, quando comparadas com comunidades bacterianas de solos

nao serpentinicos. Ha, também, evidéncia da influéncia da rizosfera

de plantas hiperacumuladoras como Sebertia acuminata, Thlaspi
caerulescens, Alyssum bertolonii e Alyssum murale, na maior incidéncia
de bactérias expressando resisténcia a metais(ABOU-SHANAB

et al., 2007). Alguns tipos de metais como cobalto, cobre, niquel e
zinco possuem um papel essencial no metabolismo celular de bactérias,
quando presentes em concentracoes baixas, sendo potencialmente
téxicas em altas concentracdes. Outros metais pesados, como chumbo,
cadmio, prata e cromo, sao téxicos até quando em concentracao muito
baixa (NIES, 2004).

Mecanismos metabdlicos relacionados com a tolerancia a metais foram
descritos em varios microrganismos: eles envolvem sua excluséao,
remocdao ativa, biossorcao, precipitacao ou bioacumulagcdao em
espacos intra ou extracelulares. Esses processos podem influenciar

a solubilidade e a biodisponibilidade de metais para a planta,
modificando os efeitos téxicos dos metais (RAJKUMAR et al., 2009).
O estresse abidtico causado por metais pesados, em suas formas
organicas ou inorganicas, afeta o crescimento, a morfologia e o
metabolismo de microrganismos no solo (RAJKUMAR et al., 2009).
Os mecanismos mais conhecidos de resisténcia a niquel sdo mediados
por bombas de fluxo como a CnrCBA (resisténcia a cobalto-niquel)

de Cupriavidus metallidurans CH34; NccCBA (niquel-cobalto-cadmio)
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e NreB (resisténcia a niquel) de Achromobacter xylosoxidans 31A,;

um homodlogo de NreB, o gene NrsD, de Synechocystis sp.; YohM
(resistente a cobalto-niquel) de E. coli; e CznABC (caddmio-zinco-

niquel) de Helicobacter pylori. Todos esses foram isolados por técnicas
dependentes de cultivo, havendo a grande possibilidade da presenca

de novos mecanismos na natureza (MIRETE et al., 2007). As regides
do genoma bacteriano relacionadas com respostas ao excesso de
metais pesados podem ser codificados por genes cromossomais, porém
estdo mais frequentemente localizados em plasmideos bacterianos
(CERVANTES; GUTIERREZ-CORONA, 1994).

Nos macicos ultraméficos de Barro Alto (GO), levantamentos floristicos
e fisiolégicos recentes de plantas nativas hiperacumuladoras e (ou)
tolerantes ao excesso de niquel foram relatados por Reeves et al.
(2007). Resultados desse trabalho e dos projetos em andamento —
Relacdes entre Metais do Solo e a Biodiversidade no Cerrado:
ferramentas para a conservacao ambiental e recuperacao de areas
degradadas (Embrapa Macroprograma 2); Diagndstico, Monitoramento
e Recuperacdo de Areas Impactadas pela Mineracdo de Niquel na Bacia
do Alto Tocantins (MCT/CNPq/CT-Agroneg6cio/CT- Hidro/MAPA-
SDCSPAE N° 44/2008); e Avaliacdo Ambiental em Area de Mineracao
de Niquel no Brasil: perspectivas para remediacao e sustentabilidade
(MCT/CNPqg/CT-Mineral n°® 20/2006) — sugerem uma série de

espécies vegetais hiperacumuladoras de niquel com potencial para
estudos bioquimicos, fisiolégicos e moleculares quanto a resisténcia

e ao hiperacumulo de niquel. Entre estas, a espécie Heliotropium
salicoides (familia Boraginaceae) mostra altos niveis de niquel em
tecido foliar, chegando a 2.015 mg de niquel por kg de tecido (REEVES
et al., 2007). Variacdes detectadas nas concentracdes de niquel foliar
em individuos da mesma espécie, presentes em regides distintas
(concentracdo minima de 7 mg/kg e maxima de 2.015 mg/kg,

para Heliotropium salicoides), deixam em aberto a questédo sobre a
causa dessas variacdes. Fatores como condicdes de solo quanto a
biodisponibilidade de niquel, ou como a prépria diversidade genética

da espécie em relacdo quanto a essa caracteristica, podem ser levados
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em consideracdo. E interessante notar que os autores enfatizam a
necessidade de estudos sobre microbiologia de solos e sobre fungos
micorrizicos interagindo com o sistema radicular dessas plantas, para
que tais perguntas sejam respondidas (REEVES et al., 2007).

Nesse sentido, o Projeto Diversidade e Prospeccao de Genes
Bacterianos Envolvidos com Tolerancia a Niquel na Rizosfera de Plantas
Adaptadas a Solos Ultraméaficos (Embrapa Macroprograma 3), iniciado
em 2010, propde, primeiro, a avaliacao dos efeitos de alteracdes na
biodisponibilidade de niquel e da atividade mineradora na diversidade
bacteriana. Por diversidade bacteriana, entende-se a composicao global
de filos de Bacteria presentes nas dreas em estudo, por sequenciamento
de bibliotecas de rRNA 16S montadas a partir de DNA metagendmico.
Segundo, por meio da prospeccdo de genes bacterianos envolvidos
com tolerancia a niquel presentes no genoma de bactérias cultivaveis

— isoladas por métodos tradicionais de cultivo — e nao-cultivaveis —
analisados por uma abordagem de metagendémica funcional.

O projeto tem como objetivo geral caracterizar recursos genéticos
bacterianos quanto a sua diversidade e seus mecanismos de tolerancia
ao niquel em solos do macico ultraméfico de Barro Alto (GO), diante de
gradientes na biodisponibilidade de niquel e do efeito da atividade de
mineracao.

Recentemente, uma abordagem metagendmica foi utilizada para a
descoberta de mecanismos metabdlicos relacionados com a resisténcia
ao excesso de niquel em uma populacao bacteriana de rizosfera de Erica
andevalensis (MIRETE et al., 2007), presentes em areas de oxidacao

de sulfetos minerais, ricas em metais téxicos e altamente acidas. O
artigo apresenta o primeiro relato sobre a descoberta de genes de
resisténcia a niquel a partir de uma comunidade microbiana desse tipo
de ambiente. Inicialmente, o trabalho incluiu a analise de diversidade

de populagcdes microbianas através de clonagem e sequenciamento

da regidao 16S de uma amostra de DNA metagendmico — DNA total
extraido de solo de rizosfera de E. andevalensis. Essa primeira etapa teve
como objetivo determinar a representatividade em termos de riqueza
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microbiana contida no material amostrado. Posteriormente, fragmentos
de DNA metagendmico foram clonados em E. coli, e a biblioteca foi
prospectada em relacao a ocorréncia do fendtipo de interesse (no

caso, E. coli transformadas resistentes ao excesso de niquel em meio
de cultura). Apds a selecao de clones positivos, os insertos foram
sequenciados e anotados quanto a presenca de ORFs relacionadas

com mecanismos metabdlicos de tolerancia a niquel. A validacao de
funcao dos insertos foi realizada por subclonagem ou por mutagénese.
Genes ja conhecidamente envolvidos com resisténcia a niquel foram
detectados, e de um total de 13 clones positivos, cinco codificavam
proteinas ja conhecidas, porém nunca associadas a resisténcia a niquel,
enquanto seis clones codificavam proteinas hipotéticas ou de funcao
desconhecida. Entre as ORFs descritas, foi relatado um provavel novo
grupo de transportadores ABC relacionados com a retirada de metais

da célula. Este trabalho demonstra a possibilidade de aplicacao de
abordagens recentes em microbiologia ambiental, associando genémica
avancada em alta escala, prospeccao de funcao génica, além da andlise
em alta escala de diversidade de populacdes microbianas — nesse ultimo
caso, abordagem ja aplicada em solo de Cerrado para comunidades
bacterianas e fungicas (DE CASTRO et al., 2008, QUIRINO et al., 2009).

Consideracodes Finais

O potencial de uso da metagenémica em diferentes objetos de
pesquisa é enorme, mas o conhecimento de suas limitacdes permite
um uso racional de suas metodologias e um melhor planejamento de
futuros projetos. Abordagens que fazem uso de uma triagem funcional
dependem da expressao bem sucedida de genes clonados na bactéria
hospedeira, conforme ja& mencionado anteriormente. Em triagens
baseadas em sequenciamento, nao é possivel a obtencao de genes
completamente novos. Isso ocorre porque a inferéncia sobre a funcéao
génica a partir de sequéncias obtidas nesses tipos de estudo dependem
da presenca prévia de genes anotados em bancos de dados. Além
disso, podem ocorrer a clonagem de genes parciais e a selecao de
genes nao funcionais (DANIEL, 2005).
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O pesquisador deve ter em mente que o valor de predicdo e
interpretacao de dados em metagendmica é limitado pela validade e

da representatividade da informacao presente em banco de dados.

A quantidade de genes listados com funcado desconhecida é enorme,

e para aqueles genes com funcao inferida a partir de andlises de
similaridade, ainda é necessario validacao experimental. Nesse sentido, o
progresso no cultivo de bactérias antes nao cultivaveis, a fim de se obter
representantes isolados do ambiente em estudo, é de extremo valor.
Dessa forma, a metagenémica deve ser recebida como uma metodologia
complementar a abordagens tradicionais em testes de hipdtese sobre a
composicao, diversidade e funcionalidade de comunidades microbianas
(LEVEAU, 2007). Finalmente, a metagen6mica nao se sustenta

somente com dados gendmicos gerados em laboratério: a abordagem é
multidisciplinar e envolve a coleta de informacdes sobre o ambiente em
estudo — dados como quimica e fisica do solo, e vegetacao presente

na area, por exemplo — que devem ser analisados em conjunto com os
dados gerados sobre diversidade e funcao génica.

A mudanca de paradigmas de sequenciamento que tem ocorrido

nos Ultimos anos também é um fator limitante de abordagens que
geram quantidades exorbitantes de informacéao. Serdo necesséarios
avancos em bioinformatica diante da adaptacao a enorme quantidade
de dados de sequenciamento gerados. Em razao da inexisténcia

de pacotes para andlise global de dados, devem ser levados em
conta, em projetos de metagendmica, a complexidade da amostra

e a dificil montagem de genomas a partir de amostras complexas.
Vale salientar que o progresso e desenvolvimento em bioinformatica
atenderam a projetos que utilizavam a tecnologia de sequenciamento
de Sanger, sendo necessaria uma renovacao e adequacao de
processos e metodologias que atendam projetos futuros (CHEN;
PACHTER, 2005, KUNIN et al., 2008, RESEARCH COUNCIL (U.S.).
COMMITTEE ON METAGENOMICS: CHALLENGES AND FUNCTIONAL
APPLICATIONS, 2007).

O Projeto Diversidade e Prospeccao de Genes Bacterianos Envolvidos
com Tolerancia a Niquel na Rizosfera de Plantas Adaptadas a Solos
Ultramaéaficos (Embrapa Macroprograma 3) faz uso de técnicas
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moleculares avancadas em andlises de comunidades microbianas e na
exploracao biotecnolégica de microrganismos, ainda nao realizadas
na Embrapa Cerrados. Assim, espera-se um avanco na capacitacao
do corpo técnico do Centro a partir da utilizacdo de ferramentas
moleculares na caracterizacao e utilizacao biotecnolégica de recursos
genéticos microbianos. Finalmente, ele estabelece bases para estudos
futuros de prospeccao de genes de interesse biotecnolégico na
microbiota dos Cerrados, relacionados com estresses abiéticos como
0 excesso de metais, e com a baixa disponibilidade de nutrientes,
caracteristica dos solos desse bioma.

Diante da linha temética na qual se inclui, o projeto faz uso de
tecnologias avancadas em gendmica microbiana a fim de gerar
conhecimento sobre mecanismos de tolerancia a um estresse abiético
— a tolerancia a metais. O conhecimento gerado pelo alcance dos
objetivos da proposta tem potencial aplicacdo futura na reducao de
impactos ambientais da atividade mineradora no Cerrado.
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Metagenomics: applications
on the study of diversity
and function of soil
microorganisms in the
Cerrado

Abstract

Knowledge on the composition and physiology of soil microbial
communities may have a great impact on the establishment of strategies
to recover highly degraded areas and on the discovery of genes and
biotechnological products. Until recently, little was known about
microbial communities associated with ultramafic soils (characterized
by excessive concentrations of metals such as nickel, and by their

low nutrient availability), either under native vegetation, or under
extreme conditions of degradation. Nevertheless, there is a great
potential for the discovery of physiological mechanisms related with
resistance to excessive concentrations of metals, which characterize
such environments. Microorganisms are potential sources of industrial
enzymes, and of various other biotechnological products. However,
traditional isolation methods underestimate the huge microbial diversity
occurring in distinct environments. Microbial enzymes conferring
resistance to metals have biotechnological and environmental
importance by their potential application for bioremediation by using
natural or genetically modified isolates. In addition, the association
between bacteria adapted to ultramafic soils, or the use of their genes,
and plants presenting metal hyperaccumulation might be useful in the
recovery of metal contaminated ecosystems. This paper presents the
bases for the application of an isolation-independent approach for the
study of microbial genetic resources in mining areas with ultramafic soils
in Barro Alto (GO). Such approach is being used in the project Diversity
and prospection of bacterial genes involved with nickel tolerance

in the rhyzosphere of plants adapted to ultramafic soils (Embrapa
Macroprograma 3), started in 2010, and lead by Embrapa Cerrados.

Index terms: environmental genomics, nickel tolerance, 16S rRNA.
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