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INTRODUCAO

Os microrganismos representam as formas de vida mais abundantes do
planeta e detém a maior proporcao da diversidade genética global estimada.
A microbiota dos solos é responsavel por transformacdes fundamentais nos
ciclos biogeoquimicos, reciclando a matéria organica, degradando xenobiontes,
fixando N, atmosférico e produzindo gases relacionados ao efeito estufa,
entre outras transformacdes conhecidas e muitas ainda por serem
descobertas. A microbiota do solo estd também associada a formagéo e
manutencédo da estabilidade de agregados, pela producao de proteinas e
polissacarideos extracelulares, e pode ser fator determinante no controle da
diversidade vegetal e de outros organismos que vivem acima do solo.

Os processos bioquimicos prevalecentes nos solos sdo definidos em
funcao da organizacdo das comunidades microbianas, a qual € chave para
o funcionamento do sistema solo-planta. Contudo, as rela¢gbes entre a
estrutura das comunidades microbianas e as atividades bioquimicas que
ocorrem nos solos séo pouco conhecidas, dificultando a plena compreensao
dos mecanismos que regulam o funcionamento dessas comunidades.

Como a vasta maioria da diversidade microbiana nos solos, bem como
seus papeéis na manutencao da estabilidade dos ecossistemas, ainda nédo
foi caracterizada, € sine qua non inventaria-la e associa-la aos processos
bioquimicos que ocorrem no ambiente, bem como com a diversidade
biolégica acima do solo. Esse processo pode contribuir para o
desenvolvimento de sistemas agricolas mais sustentaveis e para a
diminuicao da degradacao dos ecossistemas naturais.

A diversidade microbiana pode ter papel importante na manutencéo da
gualidade dos solos. Organizando-se de forma previsivel em diferentes
condi¢Bes edéaficas ou em resposta a diferentes tipos de disturbios, as
comunidades microbianas poderiam ser utilizadas como indicador de
gualidade. No entanto, como a maioria dos microrganismos dos solos nao
pode ser cultivada nos meios de cultura convencionais, esse processo so
serd possivel pela utilizacdo de técnicas avancadas de biologia molecular
associadas a técnicas de bio e ecoinformatica, para analise de grandes
bancos de dados.

DIVERSIDADE MICROBIANA ESTIMADA

A comunidade microbiana dos solos é constituida por representantes
dos trés dominios: Bacteria, Archaea e Eucarya (Figura 1), com os
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procariotos (dominios Bacteria e Archaea) representando a maior parte da
biota da Terra. Tem sido estimado que o nimero global de células procarioticas
é de 4-6 x 10%° e que sua biomassa pode conter entre 350 e 550 x 10° t de C,
representando 60-100 % do total de C na biomassa vegetal do planeta
(Whitman et al., 1998). Além disso, a hiomassa global de procariotos pode
conter 85-130 x 10°tde N e 9-14 x 10° t de P, representando o maior reservatorio
desses nutrientes em organismos vivos. Segundo estimativas de Whitman
et al. (1998), aproximadamente 2-3 % dos procariotos ocorrem nas aguas
dos oceanos, 4,5-6,5 % no solo e a vasta maioria em subsuperficie (abaixo
de 8 m em ambientes terrestres e 10 cm em sedimentos marinhos).

Os microrganismos tém papel essencial nos ciclos biogeoquimicos, dos
guais muitos aspectos ainda sdo pouco conhecidos, muito embora exista
um entendimento dos mecanismos gerais que controlam cada ciclo. Novas
atividades microbianas tém sido descritas, contribuindo para um melhor
entendimento dos ciclos do C, N, Fe, Mn e As (Zengler et al., 1999; Boetius
et al., 2000; Liburn et al., 2001; Neubauer et al., 2002; Dalsgaard et al.,
2003; Oremland & Stolz, 2003). Um exemplo tipico é a oxida¢do anaerdbia
de NH," a N,, descoberta ha alguns anos em sistemas de tratamento de
efluentes, e atribuida a bactérias ndo-cultivaveis da ordem Planctomycetales,
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Figura 1. Relacdes evolutivas entre organismos dos dominios Bacteria,
Archaea e Eucarya, determinadas pela andlise comparativa das
sequUéncias de nucleotideos do RNA riboss6mico. Apenas alguns grupos
de organismos de cada dominio sdo apresentados.
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purificadas de biofilmes multiespecificos por meio de centrifugacdo em
gradiente de densidade (Strous et al., 1999). Perdas substanciais de N de
solos, sedimentos e ambientes aquaticos tém sido reportadas, sugerindo
que a oxidacdo anaerobia de NH," pode ser mais ubiqua na natureza do
gue se imaginava (Jetten, 2001). Adicionalmente, em solo sob floresta da
Australia, Liesack et al. (1997), utilizando seqienciamento de clones dos
genes que codificam as subunidades 16S do rRNA, i.e., rDNA 16S,
observaram a presenca de varios membros da familia Planctomycetaceae,
sugerindo que 0S microrganismos responsaveis por esse processo
bioquimico séo parte significativa da comunidade de bactérias do solo. Outro
exemplo interessante que leva a mudanca de paradigmas € a mediacédo da
oxidacao de fosfito para fosfato por uma bactéria sulfato-redutora, indicando
uma possivel ciclagem do P (Schink et al., 2002).

Pouca atencado tem sido dada a participacdo de microrganismos na
regulagéo da estrutura e no funcionamento dos ecossistemas. Alteracoes
na estrutura ou nas atividades de comunidades microbianas podem ter
efeitos significativos sobre a estabilidade e o funcionamento dos
ecossistemas (McGrady-Steed et al., 1997).

Segundo @vreas (2000), a caracterizacdo da diversidade microbiana
nos solos é importante para:

- Aumentar o conhecimento das fontes de diversidade genética em uma
comunidade.

- Entender os padrdes de distribui¢éo relativa dos microrganismos.
- Aumentar o conhecimento do papel funcional dessa diversidade.

- Identificar diferencas em diversidade associadas a disturbios causados
por praticas de manejo.

- Entender a regulagéo da biodiversidade.

- Entender o envolvimento da biodiversidade no funcionamento e na
sustentabilidade de ecossistemas.

Em microbiologia, o termo biodiversidade tem sido definido como o
nimero de diferentes espécies em uma comunidade, para um ambiente
especifico. Do ponto de vista da ecologia molecular, biodiversidade pode
ser definida como o nimero de seqiiéncias de DNA divergentes presentes
no DNA total extraido de uma comunidade, para um ambiente especifico
(Garbeva et al., 2004). Ja o termo estrutura da comunidade microbiana
implica a existéncia de informac¢des sobre o numero de individuos dos
diferentes taxons e sua distribuicdo relativa na comunidade. Embora haja
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controvérsais, espécie pode ser definida como “um agrupamento
monofilético e genomicamente coerente de organismos individuais que
apresentam alto grau de similaridade geral em varias caracteristicas
independentes, os quais podem ser diagnosticados através de uma
propriedade fenotipica discriminativa” (Rossel6-Mora & Amann, 2001).
Freglientemente, devido a inexisténcia de consenso na definicdo de espécie
microbiana, unidades taxondmicas operacionais (UTOs) tém sido definidas
com base em caracteristicas especificas e utilizadas para descrever e
comparar populac@es e comunidades microbianas.

Devido ao répido desenvolvimento das técnicas de classificacdo de
microrganismos com base nas sequéncias de nucleotideos do rRNA, o
numero de espécies microbianas descritas tem aumentado significativamente.
Em 1985, Woese et al. descreveram 11 filos bacterianos. Hoje, depois de
guase duas décadas, 53 filos bacterianos sdo reconhecidos (Rappé &
Giovannoni, 2003). Aproximadamente 6.950 diferentes espécies de
procariotos foram cultivadas e descritas até setembro de 2004, das quais
aproximadamente 96 % sdo do dominio Bacteria e 4 % do dominio Archaea
(http://lwww.dsmz.de/bactnom/ bactname.htm).

No entanto, com base na cinética de reassociagéo de DNA de fita simples
extraido de solo sob pastagem, uma complexidade equivalente a 3.500-
8.800 genomas de E. coli foi observada, o que poderia representar
aproximadamente 10.000 espécies (@vreas & Torsvik, 1998). Solos
organicos néo-perturbados podem conter o equivalente a 6.000-10.000
genomas de E. coli, enquanto solos agricolas ou contaminados com metais
pesados podem conter 350-1.500 genomas. Em contraste, a complexidade
do genoma da comunidade de procariotos, recuperada por meio de cultivo
in vitro, € menor do que o equivalente a 40 genomas de E. coli (Torsvik &
@vreds, 2002). Curtis et al. (2002) desenvolveram um estimador de
diversidade de procariotos em amostras ambientais com base na curva de
distribuicdo de abundéancia de espécies nas comunidades e estimaram que
a diversidade de bactérias no solo seria de 6.400-38.000 espécies por grama
de solo. Assim, a maior parte da comunidade de procariotos do solo é
composta de organismos que nao podem ser cultivados, ou sao de dificil
cultivo nos meios de cultura tradicionalmente utilizados. Estima-se que
somente 0,1-0,5 % dos procariotos do solo podem ser cultivados utilizando-
se 0s meios tradicionais, dificultando a estimativa de sua diversidade (Torsvik
etal., 1990).

A diversidade de fungos é tdo impressionante quanto a de procariotos.
Aproximadamente 74.000 espécies de fungos sao conhecidas, e estima-se
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gue o numero total de espécies possa chegar a 1.500.000 (Hawksworth,
2001). Viaud et al. (2000), utilizando PCR-RFLP (“Polimerase Chain
Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism”) de ITS (“Internal
Transcribed Spacers”) de sequéncias clonadas a partir de DNA
metagendmico (DNA total extraido do ambiente) e de micélio de 67 espécies
de fungos isoladas do solo, mostraram que somente uma sequéncia era
comum a ambas as amostras, sugerindo uma elevada diversidade de
espécies nao-cultivaveis. No entanto, as dificuldades em identificar uma
espécie fungica com base na seqiiéncia do rDNA 18S, devido ao baixo
numero de seqiéncias fungicas presentes nos bancos de dados, tém tolhido
a inventariacé@o de sua diversidade nos solos.

Nas ultimas décadas, numerosos estudos tém dado importancia as
medidas da variagdo da diversidade de microrganismos no solo e ao seu
papel na saude e no funcionamento dos ecossistemas. De maneira geral,
verifica-se que a organizacdo e o funcionamento das comunidades
microbianas governam as transformagdes bioquimicas que ocorrem no solo.
As atividades da microbiota do solo sédo essenciais para a reciclagem da
matéria organica, formacgédo do humus, nitrificagcéo e fixacao bioldgica do
N,, entre outros processos, 0s quais podem contribuir para a alteragéo da
disponibilidade de nutrientes e elementos toéxicos no solo, concentragéo de
gases associados ao efeito estufa na atmosfera, bem como para a alteracao
dos atributos fisicos dos solos.

O estudo da diversidade microbiana nos solos é essencial tanto para a
definicdo de estratégias para preservacdo de biomassa quanto para o
desenvolvimento de sistemas indicadores de alteragcdes ambientais
associadas a distdrbios, como a presenca de poluentes ou a utilizacao néo-
sustentavel de solos agricolas. Além disso, o conhecimento dos recursos
genéticos da microbiota dos solos pode contribuir para a descoberta de genes
codificando novas enzimas, enzimas com atividade 6tima em condi¢oes
ambientais extremas e peptideos com atividades de interesse biotecnoldgico.

Um dos primeiros passos para a caracterizagdo de um ecossistema € a
descricdo dos organismos que o habitam, gerando informacdes que
permitam estimar a diversidade das comunidades e a relagdo entre a diversidade
e as funcgdes e estabilidade do ecossistema (Valinsky et al., 2002). A diversidade
genética das comunidades microbianas e sua relagdo com 0s processos
biogeoquimicos definem a diversidade funcional dos ecossistemas.

Diferentes estratégias vém sendo empregadas para estudar a diversidade
microbiana nos solos. Contudo, essas estratégias dependem de técnicas,
as quais, por mais modernas que sejam, possuem limitacdes. Assim, para
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a obtencéo de resultados conclusivos, a abordagem para o estudo da
diversidade microbiana nos solos deve ser holistica.

As técnicas de biologia molecular aplicadas ao estudo da ecologia de
microrganismos tém revelado a existéncia de uma grande biodiversidade
ainda nédo caracterizada em diferentes ambientes, criando um novo
paradigma. Esse novo paradigma demanda novas abordagens para
comparar a diversidade microbiana de diferentes ambientes.
Aparentemente, voltou-se ao estagio da pesquisa descritiva do inicio do
século XX, nos tempos de Sergius Winogradsky (1856-1953) e Martinus
Willem Beijerinck (1851-1931), mas com ferramentas mais sofisticadas. As
vastas quantidades de informacdes de seqiiéncias de DNA e ferramentas
de analise de dados disponiveis atualmente tém acelerado o
desenvolvimento de novos métodos para comparar a diversidade microbiana
em diferentes ambientes e para poder associa-la a atributos especificos do
solo.

Resolvidas as limitagbes metodoldgicas, seria possivel utilizar a
diversidade microbiana como indicadora de impactos antrépicos que levem
a altera¢gdes de qualidade do solo? Antes de testar essa hipédtese, é
necessario um esforco concentrado para a caracterizacdo da diversidade
microbiana nos solos, e, para isso, inimeros métodos podem ser utilizados.

METODOS PARA O ESTUDO DA DIVERSIDADE
MICROBIANA NOS SOLOS

Até recentemente, a maioria dos métodos para estudo da diversidade
microbiana nos solos valia-se do crescimento do microrganismo em um
meio de cultura seletivo. Atualmente, uma grande variedade de métodos
pode ser utilizada para essa finalidade, sem haver necessidade de cultivo
da microbiota (Figura 2). Alguns métodos dependentes e independentes
de cultivo, mais comumente utilizados em estudos de ecologia de
microrganismos do solo e outros com potencial para elucidar as principais
guestdes sobre a diversidade microbiana nos solos, sao descritos a seguir.

Métodos dependentes de cultivo

Isolamento em meios de cultura

A caracterizacdo da diversidade microbiana nos solos tem sido feita
tradicionalmente com base no isolamento dos microrganismos em meios
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de cultura com diferentes graus de seletividade. Esse método é rapido e
econdmico e fornece informac¢des sobre os grupos de microrganismos
viaveis e cultivaveis em uma amostra de solo. Normalmente, os métodos
dependentes de cultivo tendem a selecionar populagbes com taxas de
reproducdo mais elevadas em meios de cultura com altas concentracdes
de nutrientes e em condicdes aerdbias. Da mesma forma, fungos com alta
capacidade de producao de esporos também séo favorecidos.

Varias limitac6es metodoldgicas estdo associadas a cultura de
microrganismos in vitro, como: dificuldades em desalojar microrganismos
associados a biofilmes e particulas do solo, seletividade do meio, condi¢gbes
Otimas para crescimento e interagbes negativas entre as coldnias de
microrganismos (Kirk et al., 2004). Assim, de maneira geral, os métodos
tradicionais de cultivo influenciam a estimativa da abundancia relativa das
diferentes espécies, levando a sub ou super-representacado de grupos
especificos e dificultando, conseqlientemente, a determinacao da estrutura
das comunidades microbianas.

Testes de viabilidade celular, usando corantes como Syto9/iodeto de
propideo e microscopia, tém mostrado que a maioria das células dos
microrganismos extraidos do solo por sonicacdo sao potencialmente viaveis
(Janssen et al., 2002). Os mesmos autores observaram que a simples
diluicdo do meio de cultura (caldo nutriente) pode aumentar a percentagem
de bactérias cultivaveis em relacdo ao total de células detectadas por
microscopia. Ja em caldo nutriente diluido e solidificado com agar e goma
gelana a percentagem de bactérias cultivaveis, com base no numero de
unidades formadoras de coldnias (UFCs), aumenta aproximadamente 3,6
(5,2 % do total de células detectadas) e 5,4 vezes (7,5 % do total de células
detectadas), respectivamente, em relacdo ao nimero mais provavel de
células em caldo nutriente diluido sem agente solidificante. Apos
homogeneizagédo da amostra de solo por sonicac¢do, para dispersao das
células agrupadas, a percentagem de células cultivaveis em caldo nutriente
solidificado com goma gelana aumenta para 14,1 %, se comparado ao
maximo de UFCs possiveis, considerando-se agrupamentos de células
detectados por microscopia. Utilizando esse método, representantes das
divisdes Actinobacteria, Acidobacteria, Proteobacteria e Verrucomicrobia nunca
antes cultivados foram reportados (Janssen et al., 2002).

Zengler et al. (2002) associaram microencapsulamento de células Unicas,
seguido de citometria em fluxo para detectar microcolénias com 20-100
células, com o objetivo de cultivar em larga escala microrganismos sob
condi¢des nutricionais semelhantes as do ambiente de onde as células
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provieram. O método permite o isolamento das células e, ao mesmo tempo,
o fluxo livre de metabdlitos e moléculas sinais produzidas pelas diferentes
microcolénias, tornando-se uma alternativa atrativa para o estudo de
interacdes entre diferentes microrganismos que ocorrem in situ e que podem
afetar a capacidade de crescimento destes in vitro.

Perfil fisiolégico de comunidades microbianas (Biolog)

O perfil fisioldgico de comunidades microbianas (PFCM) é determinado
pela capacidade dessa comunidade em utilizar diferentes fontes de C in
vitro. A analise comparativa dos PFCMs, sob diferentes condicdes, pode
indicar alteracbes na capacidade metabdlica da comunidade e sua
diversidade funcional (Garland & Mills, 1991; Zak et al., 1994; Garland,
1996; Degens & Harris, 1997). Essa metodologia foi desenvolvida
inicialmente utilizando microplacas Biolog™ contendo 95 substratos de C
e tetrazdlio, as quais eram utilizadas para caracterizacdo taxon6mica de
bactérias patogénicas (Garland & Mills, 1991). Posteriormente, foi
desenvolvida a Ecoplate Biolog™ contendo 31 substratos de C diferentes
e um controle sem C, com trés repeticdes (Choi & Dobbs, 1999). A Ecoplate
€ mais apropriada para estudos de ecologia microbiana, pois contém fontes
de C normalmente encontradas no solo. O principio do método é bastante
simples: o meio de cultura nas cavidades da microplaca é inoculado com
uma suspensdo de microrganismos de uma amostra de solo e as
microplacas séo incubadas em condi¢des controladas de temperatura por
periodos variaveis de tempo. A atividade microbiana é monitorada pela
reducao do tetrazélio, por meio de espectrofotometria a 590 nm.

A diversidade metabdlica pode ser mensurada em termos de riqueza e
equitabilidade de utilizacdo de substratos de C e expressa por indices de
diversidade usualmente utilizados para espécies (Zak et al.,1994;
Goodfriend, 1998; Dauber & Wolters, 2000; Lupwayi et al., 2001). A
diversidade metabdlica é conseqiiéncia da diversidade genética, dos efeitos
ambientais na expressdo génica e das interacdes ecoldgicas entre as
diferentes populagfes (Zak et al., 1994). Wunsche et al. (1995) consideram
as comunidades microbianas como unidades funcionais nos ecossistemas,
as quais sado caracterizadas pela soma das capacidades metabdélicas das
diferentes espécies. Conseqlentemente, o padrdo de utilizacao de
substratos de C de uma comunidade é resultado da diversidade de espécies
e da abundancia relativa de cada espécie.

Uma das limitacbes desse método € o favorecimento de células
bacterianas heterotroficas aerdbias e anaerébias facultativas de rapido
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crescimento e a inibicdo do crescimento de fungos pelo tetrazdlio. Placas
especiais para a avaliacdo do perfil fisiol6gico de comunidades de fungos
foram desenvolvidas e podem contribuir para reduzir parte das limitagdes
do método (Classen et al., 2003). Além disso, 0 método é sensivel a
densidade de in6culo e reflete a diversidade metabdlica potencial e néao
aguela existente in situ (Garland & Mills, 1991).

A analise do PFCM utilizando placas Biolog tem mostrado diferencas
significativas na diversidade metabdlica de comunidades em variadas
condi¢gBes. Zak et al. (1994), avaliando o PFCM de um solo de deserto,
localizado em um gradiente altimétrico e colonizado por seis comunidades
distintas de plantas, mostraram que este estava relacionado ao teor de
matéria organica no solo. Ja Goodfriend (1998), comparando o PFCM em
ambientes diferentes, observaram que este era similar em solos do mesmo
tipo coletados em locais geograficamente distintos e que diferia entre
diferentes tipos de solo. O PFCM tem sido usado também para comparar o
efeito de sistemas de manejo sobre a diversidade funcional. Lupwayi et al.
(2001) compararam os PFCMs em solos sob manejo convencional e plantio
direto e observaram que a diversidade metabdlica aumentava em solos
sob plantio direto, quando a cultura ja estava estabelecida, e com 0 aumento
do tamanho dos agregados. Comparando varios indicadores de alteragdes
dos processos microbianos no solo, Bending et al. (2000) observaram que
o PFCM era o mais sensivel para detectar efeitos de diferentes sistemas
de manejo sobre a comunidade microbiana. Adicionalmente, o PFCM pode
ser Util na avaliagdo das mudancas sofridas pela comunidade microbiana
do solo em funcédo de impactos causados por poluicdo por hidrocarbonetos
(Wunsche et al., 1995), metais (Yao et al., 2003; Davis et al., 2004; Wang et
al., 2004) e xenobioticos (El Fantroussi et al., 1999; Busse et al., 2001; Itoh
etal., 2003).

Métodos independentes de cultivo

As evidéncias de que existe uma vasta diversidade de microrganismos
nao-cultivaveis nos solos tém estimulado o desenvolvimento de novas
metodologias para o seu estudo sem a necessidade de cultivo prévio. Os
métodos mais recentes exploram as caracteristicas dos rRNAs e a
composicdo de acidos graxos das membranas celulares para essa finalidade.
Esses métodos, aliados aos avancos da bioinformatica e dos métodos de
analise estatistica, sao ferramentas cada vez mais promissoras para estudos
gue objetivem caracterizar a diversidade microbiana e como as comunidades
microbianas se organizam em diferentes ambientes.
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Vérias metodologias para caracterizacao de comunidades microbianas
tém sido utilizadas nos Gltimos anos para o estudo da microbiota dos solos.
Dentre as mais importantes, podem-se citar: PLFA (“Phospholipids Fatty
Acid”, analise de acidos graxos de fosfolipideos), FAME (“Fatty Acid Methyl
Ester”, analise de esteres metilicos de acidos graxos), PCR-DGGE
(“Polimerase Chain Reaction-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis”,
reacdo em cadeia da polimerase-eletroforese em gel com gradiente
desnaturante), SSCP (“Single Strand Conformation Polymorphism”,
polimorfismo de conformacédo de fita simples), ARDRA (“Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analyses”, anélise de restricdo de rDNA
amplificado), T-RFLP (“Terminal-Restriction Fragment Lenght Polymorphism”,
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrigdo terminais), RISA
(“Ribosomal Intergenic Spacer Analysis”, anédlise de espacadores
intergénicos ribossomais), SARST (“Serial Analyses of Ribosomal Sequence
Tags”, analise serial de etiquetas de seqiiéncias ribossomais),
seqlenciamento de clones de rDNA e hibridizagcdo em microarranjos
(“GeneChips”)

PLFA e FAME

A andlise de comunidades microbianas pela determinacao dos perfis de
acidos graxos fornece informac6es de sua estrutura por meio da presenca
de acidos graxos especificos que diferenciam os principais grupos
taxondmicos de uma comunidade (Ibekwe & Kennedy, 1999). De modo
geral, essas técnicas baseiam-se na extracao de acidos graxos diretamente
do solo e sua analise por cromatografia gasosa. Os perfis de acidos graxos
de diferentes comunidades microbianas podem ser comparados por técnicas
de estatistica multivariada. Como os acidos graxos representam uma
proporc¢éo relativamente constante da biomassa microbiana, altera¢des no
perfil desses acidos indicam altera¢cdes na abundéancia de popula¢des
especificas. PLFA e FAME tém sido usadas extensivamente para a
determinacao da estrutura das comunidades de bactérias e fungos em solos
de ecossistemas naturais (Madan et al., 2002; Leckie et al., 2004; Nilsson
et al., 2005), em resposta a contaminagdo com metais (Khan & Scullion,
2000) e presenca de plantas transgénicas (Blackwood & Buyer, 2004), por
exemplo. Entretanto, no estudo de comunidades de Archaea esses métodos
apresentam limitacdes. Gattinger et al. (2003) propuseram uma nova
abordagem para os estudos de microrganismos desse dominio, por meio
da analise de eterlipidios de fosfolipidios (PLEL, “Phospholipid Etherlipid”)
por cromatografia gasosa/espectrometria de massa. Usando PLEL, lipidios
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identificados em culturas de isolados pertencentes aos reinos Euryarchaeota
e Crenarchaeota foram observados em extratos de solo, demonstrando que
a abordagem utilizada é mais sensivel para a deteccao de espécies de
Archaea do que os métodos tradicionalmente usados.

PCR-DGGE

Com o desenvolvimento das técnicas de seqlienciamento de DNA, Woese
et al. (1985) estabeleceram a comparac¢éo das sequéncias da subunidade
menor do rRNA como padréo para determinar as rela¢des filogenéticas
entre organismos. Adicionalmente, o rapido avanco no seqiienciamento de
rDNAs de um grande numero de organismos e o desenvolvimento de
numerosas técnicas moleculares para a analise de fragmentos de rDNA
revolucionaram os estudos de ecologia microbiana. Além do alto nivel de
conservagdo do rDNA entre as espécies, a utilizacdo desse gene para
inferéncias filogenéticas e analise de comunidades microbianas tem-se
fundamentado em uma série de vantagens, em relacao a outros genes,
como: abundancia de rDNA nas células; aparente auséncia de transferéncia
genética lateral; o rDNA apresenta regides altamente conservadas em
grupos definidos de organismos flanqueando regifes hipervariaveis; e o
gene que codifica a subunidade menor do rRNA tem um tamanho satisfatério
para analises filogenéticas, cerca de 1.500 nucleotideos (Figura 3) (Amann
& Ludwig, 2000).

Normalmente, as técnicas que utilizam o rDNA para a andlise de
comunidades microbianas dependem da amplificagdo inicial de um
fragmento especifico desse gene, a partir de DNA metagendmico. Essa
amplificagdo é feita por meio da PCR, utilizando-se oligonucleotideos
iniciadores especificos. Uma das limitac6es da PCR é a amplificacao
preferencial de algumas subpopulac8es dentro de uma comunidade
microbiana complexa, de modo que, dependendo do nimero de ciclos de
amplificagcdo, somente sequéncias de rDNA proveniente das espécies mais
abundantes estard@o representadas ao final do processo de amplificacéo
(Vetriani et al., 1999).

Para a DGGE, os fragmentos de rDNA sao amplificados com iniciadores
que flanqueiam regiGes hipervariaveis, e um dos iniciadores possui um
grampo rico em guanina e citosina (G + C), essencial para a separagéo
dos fragmentos amplificados (amplicons) no gel com gradiente desnaturante.
Os amplicons resultantes tém o mesmo tamanho, mas apresentam
diferencas quanto ao seu teor em G + C. A composicao de nucleotideos
dos diferentes amplicons determina seu padréo de migragdo em um gel de
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Figura 3. Representacdo dos RNAs que compdem o0s ri
ao rRNA 16S de E. coli. O rRNA 16S de arqueas apres

(seqiiéncias de nucleotideos).

poliacrilamida contendo um gradiente linear de formamida e u

pelas interagBes entre os nucleotideos da molécula (Breslau
Sugimoto et al., 1996).

Além das limitacGes do processo de extracdo de DNA metagendmico
representativo da comunidade microbiana e da PCR, a DGGE também
possuem mais
ntar diferentes
mobilidades no gel com gradiente desnaturante. Assim, multiplas bandas

possui limitacdes intrinsecas. Sabe-se que muitas bactérias
de uma copia do rDNA 16S, cujos amplicons podem aprese
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poderdo representar uma mesma espécie bacteriana (Nubel et al., 1996;
Boon, 2000). Parte dessas limitagBes pode ser solucionada pela utilizagéo
de genes com copia Unica nos genomas microbianos, como o gene que
codifica a subunidade-b da RNA polimerase em bactérias (Peixoto et al.,
2002). Como a técnica é fundamentada na separagdo de amplicons com
base em seu padrdo de desnaturacdo no gel, determinado basicamente
pelo conteldo de G + C, uma banda detectada no gel pode representar
mais de um gendtipo bacteriano, com seqiéncias divergentes, mas com
teores de G + C iguais. Por essas razfes, ndo se pode estabelecer uma
relagédo direta entre a quantidade de bandas detectadas por DGGE e o
nimero de espécies presentes no ambiente estudado. Além disso, as
informagBes geradas pela DGGE né&o séo suficientes para identificar as
espécies ou 0s grupos taxondmicos presentes na amostra. Para
identificacdo das espécies das quais os amplicons sdo provenientes €&
necessario fazer a excisdo do amplicon do gel, reamplificar o DNA e
seqlencia-lo.

Muyzer et al. (1993) foram os primeiros a utilizar PCR-DGGE com o
objetivo de avaliar a diversidade de amplicons de rDNA 16S de uma
comunidade microbiana. Embora existam vérias limitacoes, a PCR-DGGE
de fragmentos do rDNA é um método adequado para analises comparativas
de duas ou mais situacfes (Muyzer et al., 1993; Jackson et al., 2000). Nesse
caso, se as amostras exibirem padrdes de bandeamento de amplicons
diferentes, entdo, certamente, as comunidades microbianas apresentam
diferengas. O contrario ndo é verdadeiro, e amostras com padrdes de
bandeamento de amplicons idénticos podem apresentar estruturas de
comunidades diferentes. Nesse caso, uma abordagem polifasica deve ser
adotada para determinar as alteracfes nas estruturas dessas comunidades
microbianas.

Inimeros estudos tém sido realizados utilizando PCR-DGGE para
determinar e comparar estruturas de comunidades microbianas em solos,
sob as mais diversas condicdes. Agnelli et al. (2004), avaliando a diversidade
e estrutura de comunidades de bactérias e fungos em um solo sob floresta
temperada, por meio da abundancia de amplicons de um fragmento do rDNA
16S e 18S, observaram maior diversidade de bactérias em relagédo a de
fungos, a qual diminuia em funcéo da profundidade de amostragem. A
mesma relacdo entre profundidade e complexidade da comunidade
bacteriana foi observada por Cury (2002) em solo de mangue contaminado
com petroleo, utilizando PCR-DGGE da regiao V3 do rDNA 16S. Ja o
contrario foi observado para Archaea, cuja diversidade aumentou com a
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profundidade de amostragem. Alteracdes na estrutura das comunidades
de bactérias na rizosfera, em fun¢éo da localiza¢do nas raizes e do tipo de
solo e planta, também foram constatadas utilizando-se PCR-DGGE da
regido V3 do rDNA 16S (Marschner et al., 2001a,b; Yang & Crowley, 2000).
De Souza et al. (2004), avaliando diferentes regides do rDNA 18S para
determinar a diversidade de fungos micorrizicos arbusculares do género
Gigaspora por meio de PCR-DGGE, observaram que a regido V9 poderia
ser usada para diferenciar todas as espécies do género. A aplicacdo de
PCR-DGGE no estudo de comunidades de fungos micorrizicos arbusculares
no solo e raizes é uma alternativa promissora aos métodos convencionais,
0s quais envolvem o isolamento de esporos do solo e sua classificacédo
taxondmica com base em caracteristicas morfolégicas e ontogenia.

SSCP

Este método baseia-se na separacéo eletroforética de fragmentos de
DNA de mesmo tamanho, mas com seqiiéncias de nucleotideos diferentes,
de forma similar a do DGGE. Resumidamente, o DNA total de uma amostra
ambiental é extraido e fragmentos especificos do rDNA sao amplificados.
Os amplicons resultantes sdo desnaturados para separar as fitas simples
de DNA e separados por eletroforese em condigbes nao-desnaturantes,
permitindo a renaturagéo parcial das fitas simples e a formag&o de estruturas
secundarias em funcado das interagdes entre as bases nucleotidicas. As
diferentes conformacdes que as fitas de DNA assumem resultam em
mobilidade diferencial durante a eletroforese, possibilitando a separagéo
de fitas de DNA diferindo em até um par de bases. Contudo, um mesmo
fragmento pode apresentar multiplas conformagdes, resultando em multiplas
bandas no gel. Diferentemente da DGGE, a SSCP né&o necessita de
iniciadores com grampos ricos em G + C ou géis com gradiente
desnaturante.

Entre outras aplicacdes, a SSCP tem sido utilizada no estudo da
diversidade de bactérias em solos contaminados com BTXE (Junca & Pieper,
2004), bactérias em solo rizosférico (Miethling et al., 2003; Schmalenberger
& Tebbe, 2003), crenarqueas em solo rizosférico e nao-rizosférico (Sliwinski
& Goodman, 2004), bactérias oxidantes de amdnio (Backman et al., 2003) e
fungos micorrizicos arbusculares (Jansa et al., 2003; Kjoller & Rosendahl, 2001).

ARDRA

A ARDRA é uma técnica utilizada para a caracterizacdo de comunidades
microbianas que se baseia na andlise de fragmentos de restricdo de
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amplicons do rDNA (Liu et al., 1997). O padrdo de bandeamento dos
fragmentos de restricdo em gel de agarose ou poliacrilamida néo-
desnaturante determina a estrutura da comunidade microbiana (Massol-
Deya et al., 1995). No entanto, esses padrées de bandeamento ndo séo
indicadores de diversidade, ja que uma Unica espécie pode apresentar 4-6
fragmentos de restricdo (Ranjard et al., 2000). Smit et al. (1997) utilizaram
ARDRA para determinar alteragfes nas estruturas de comunidades de
bactérias de solos contaminados com Cu, em relacdo a solos néo
contaminados. ARDRA pode ser utilizada também na anélise de bibliotecas
de clones de rDNA para a estimativa de diversidade (Moffett et al., 2003).
Além disso, ela tem sido usada na caracterizacdo de isolados de
microrganismos, ja que cada espécie apresenta um padrao de restricao
tipico (Aquilanti et al., 2004; Viti & Giovanetti, 2005).

T-RFLP

A T-RFLP é uma técnica que consiste basicamente na amplificacao de
um fragmento do rDNA, a partir de DNA metagenémico, utilizando um dos
iniciadores marcados com um fluoréforo, restricdo dos amplicons com uma
enzima de restricdo adequada, separacdo eletroforética e deteccao dos
fragmentos de restricdo terminais marcados. A detec¢cdo somente dos
fragmentos marcados diminui consideravelmente a complexidade dos
padrdes de bandeamento, facilitando a anélise de comunidades complexas
e possibilitando que estimativas de diversidade sejam feitas, ja que cada
banda representa uma UTO ou ribotipo (Tiedje et al., 1999). A automacao
da eletroforese dos fragmentos de restricdo possibilita 0 processamento
de um grande numero de amostras de solo, com alta reprodutibilidade. O
método, no entanto, apresenta limitagcdes associadas a extracdo e
amplificagédo de DNA metagendmico por PCR, bem como aos iniciadores
gue serao utilizados.

Usando agrupamento hierarquico de perfis de T-RFLP, Mummey & Stahl
(2004) mostraram que as estruturas das comunidades de bactérias
associadas a microagregados sao distintas em solos n&do-impactados e
solos recuperados apos atividade de mineragéo de carvéo. Adicionalmente,
tanto em solos ndo-impactados como naqueles recuperados, as
comunidades bacterianas do interior do microagregado diferiam daquela
observada no microagregado como um todo.

Hackl et al. (2004), estudando as comunidades bacterianas de seis solos
sob florestas naturais da Austria, verificaram que suas estruturas
apresentavam alta similaridade entre si, com base nos perfis de T-RFLP,

Tépicos Ci. Solo, 4:43-84, 2005



60 Marcio Rodrigues Lambais et al.

com excecdo do solo sob floresta de pinheiros, no qual predominavam
bactérias Gram-positivas ricas em G + C. Também, usando T-RFLP, Johnson
et al. (2004) observaram que a diversidade de fungos micorrizicos
arbusculares, em condicdes de microcosmos, era significativamente afetada
pela composicao floristica e pela concentracdo de P na parte aérea das
plantas.

RISA

Da mesma forma que ARDRA e T-RFLP, a RISA possibilita a
caracterizagdo das comunidades microbianas com base nas variagfes
genéticas do rDNA. Na RISA, as regides espacadoras entre 0s genes que
codificam as subunidades 16S e 23S do rRNA de bactérias sdo amplificadas
por PCR, sendo os amplicons desnaturados e separados em géis de
poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (Ranjard et al., 2000). Devido
a heterogeneidade de tamanho e seqiiéncia de bases, a analise dessa regido
intergénica permite a discriminacdo de espécies muito préximas
filogeneticamente e até mesmo de estirpes (Fisher & Triplett, 1999; Jensen
etal., 1993).

A RISA tem sido utilizada na analise comparativa da dinamica de
populacdes microbianas em solos apés desflorestamento (Borneman &
Triplett, 1997), bem como no estudo de comunidades bacterianas da
rizosfera durante o desenvolvimento de milho (Baudoin et al., 2002) e em
solos contaminados com Hg (Ranjard et al., 2000). A automacéo da RISA,
pelo uso de iniciadores marcados com fluoréforos e eletroforese capilar,
permitiu aumentar significativamente a sensibilidade do método,
possibilitando a anélise de comunidades de maior complexidade (Kirk et
al., 2004).

SARST

A caracterizagdo de comunidades microbianas complexas, como as de
solos e sedimentos, usando SARST foi proposta por Neufeld et al. (2004).
O método descrito originalmente consiste basicamente na amplificagéo de
um fragmento da regido V1 do rDNA 16S de bactérias, utilizando iniciadores
marcados com biotina. Apos uma série de reacfes enzimaticas, as RSTs
(“Ribosomal Sequence Tags”) séo isoladas e ligadas de forma concatenada.
Os fragmentos contendo as RSTs concatenadas sao clonados e
seqlenciados. A comparacgdo das sequéncias obtidas com sequéncias
depositadas em bancos de dados (GenBank e Ribosomal Database
Project Il) permite a identificagdo taxondmica de RSTs individuais. Como
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cada fragmento clonado possui varias RSTs, um menor nimero de reacgdes
de sequenciamento podem ser realizadas para analisar em detalhes uma
comunidade microbiana complexa. Utilizando SARST, 2.500 RSTs de uma
Unica amostra de solo artico foram caracterizadas por meio do
seqlienciamento de apenas 384 clones (Neufeld et al., 2004).

Kysela et al. (2005) desenvolveram um método similar a SARST,
utilizando amplicons da regido V6 do rDNA 16S (SARST-V6), o qual exige
um menor namero de reacdes para preparacao e purificacdo das RSTs
antes da reacgdo de ligacao destas. Uma das vantagens da SARST-V6 é o
fato de se utilizarem iniciadores cujo alvo séo regides altamente conservadas
daregido V6 do rDNA 16S, ja seqiienciada em mais de 30.000 organismos.
Assim, RSTs que néo apresentarem similaridade com sequéncias
conhecidas s&o candidatas a novos filotipos.

A utilizacdo de SARST para caracterizagdo de comunidades microbianas
€ uma alternativa altamente promissora, pois, além de fornecer informacgdes
acerca da estrutura da comunidade, permite a obtencdo de informacdes
sobre as relagdes filogenéticas entre os filotipos. Apesar de ser simples, a
aplicacdo de SARST apresenta as limitacdes inerentes aos métodos
dependentes da amplificagdo de DNA metagendmico por PCR e exige alta
capacidade de seqiienciamento e recursos de bioinformatica. Sua utilizacéo
até o momento tem sido limitada.

Sequienciamento de clones de rDNA

Trata-se de uma abordagem alternativa para a caracterizacdo de
comunidades microbianas complexas. Consiste na amplificacdo de um
fragmento especifico do rDNA 16S ou 18S, na clonagem em vetor apropriado
e no seqlienciamento dos insertos.

Apos o sequienciamento de clones de rDNA de amostras ambientais,
uma grande quantidade de informac¢des, armazenadas na forma de
sequéncias de nucleotideos, é gerada. Essas sequéncias de nucleotideos
precisam ser editadas para remoc¢éo de contaminagfes com bases do vetor
de clonagem e remocéo de bases de baixa qualidade, para posteriormente
serem utilizadas em estudos de filogenia. O tratamento de grandes
guantidades de dados exige uma abordagem sistematica e automatizada,
havendo necessidade de algoritmos especificos.

Na analise em larga escala de sequéncias de clones de rDNA séo
utilizados algoritmos para determinacdo da qualidade das seqéncias,
remocdao de sequiéncias contaminantes e de baixa qualidade, agrupamento
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e alinhamento multiplo de seqiiéncias, além de algoritmos para a analise
filogenética destas. As seqiiéncias de DNA podem ser analisadas quanto
a sua qualidade por meio dos programas PHRED/PHRAP (Brent et al., 1998).
Apés a remocdo das bases de baixa qualidade e fragmentos idénticos a
seqliéncia de bases do vetor de clonagem, normalmente nas extremidades
5’e 3’ das sequéncias, as sequéncias de rDNA podem ser agrupadas por
similaridade, utilizando-se os programas PHRAP (Brent et al., 1998), CAP3
(Huang & Madan, 1999) ou Vector NTI® (Informax Inc.), por exemplo.

A etapa mais limitante para o agrupamento das seqiiéncias é a definicdo
do limiar de similaridade entre as seqliéncias, ja que nao existe consenso
na literatura sobre o grau de similaridade entre seqtiéncias de rDNA 16S
para definir as UTOs. Kemp & Aller (2004) relatam que a maioria dos estudos
considera uma similaridade minima de 97 % entre sequéncias de rDNA
16S para distinguir diferentes UTOs. No entanto, particularidades de
determinados grupos microbianos devem ser consideradas. Comparando
a similaridade de sequéncias do rDNA 16S com valores de reassociagao
DNA-DNA de membros da classe Actinobacteria, Stach et al. (2003)
definiram que a similaridade minima para diferenciar UTOs dessa classe
de bactérias é de 99 %.

Uma vez definido o valor minimo de similaridade para diferenciar UTOs,
suas sequéncias consenso podem ser comparadas com sequéncias
depositadas em bancos de dados publicos (GenBank e Ribosomal Database
Project Il) para determinagdo do organismo mais relacionado e suas
possiveis funcdes no solo. Embora a quantidade de informacgéo sobre a
identidade dos clones possa ser suficiente para afiliagao filogenética em
nivel de espécie, essa abordagem exige o seqiienciamento de um namero
relativamente alto de clones para que o resultado seja representativo da
comunidade estudada. Assim, a utilizacdo dessa abordagem para
caracterizacdo de comunidades microbianas complexas requer alta
capacidade de sequienciamento e processamento computacional das
seqUéncias geradas.

Depois do agrupamento das seqiéncias em UTOs, estas sao submetidas
a alinhamento multiplo para determinacao do grau de similaridade entres
elas. Com a matriz de similaridade resultante, € possivel entéo realizar
analises filogenéticas, utilizando-se os programas Phylip (Felsestein, 1993)
ou Paup (Swofford, 2003), por exemplo. Esse procedimento foi utilizado na
caracterizacdo e comparacdo da diversidade bacteriana em solos de
mangue e marismas, mostrando uma riqueza de até 391 e 1.744 filotipos,
respectivamente (Lambais et al., dados ndo publicados).
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Kemp & Aller (2004) compararam os dados de 225 bibliotecas de rDNA
16S publicadas na literatura, para avaliar o nivel de cobertura e riqueza de
filotipos estimada, e verificaram que somente 56 delas foram consideradas
adequadas a uma estimativa ndo-enviesada da riqueza de filotipos, visando
a comparacao da diversidade bacteriana em diferentes ambientes. Na maioria
das bibliotecas analisadas, a cobertura dos diferentes grupos taxonémicos
era baixa e a riqueza de filotipos estava subestimada. Visando minimizar o
problema de sub-representatividade de filotipos, Singleton et al. (2001)
desenvolveram um método estatistico para a comparacédo de bibliotecas
de rDNA de amostras ambientais. Por meio desse método, um nimero
relativamente baixo de seqliéncias é suficiente para, estatisticamente,
comparar comunidades microbianas.

Outro aspecto importante dos projetos de caracterizagéo da diversidade
microbiana nos solos é o armazenamento das informaces em bancos de dados
dinamicos, para acesso em multiplas estacdes de trabalho. Esses bancos
de dados sdo importantes para o rapido e facil acesso as informacdes dos
filotipos e para o processamento conjunto de informag8es sobre a ocorréncia
de filotipos e variacbes de atributos do solo, possibilitando estabelecer
relagBes entre a diversidade microbiana e suas possiveis funcdes no solo.

Hibridizacdo em microarranjos (GeneChips)

Com a possibilidade de confeccionar arranjos de oligonucleotideos de
rDNA por meio de fotolitografia, a analise da estrutura de comunidades
microbianas por hibridizacdo em microarranjos (GeneChip) tem sido
apontada como uma alternativa a clonagem e ao seqiienciamento. Usando
essa abordagem, Wilson et al. (2002) confeccionaram microarranjos
contendo 31.179 oligonucleotideos de 20 bases, complementares a um
subalinhamento de seqiiéncias do rDNA 16S e 18S obtidas do Ribosomal
Database Project. Utilizando amplicons do rDNA, obtidos a partir de DNA
extraido de culturas puras, como sondas na hibridizacdo com GeneChips,
foi possivel a identificagao filogenética da maioria dos organismos testados.
Utilizando amplicons de rDNA 16S de comunidades mais complexas, esse
método permitiu a identificacéo filogenética de oito entre dez agrupamentos,
identificados previamente por clonagem e sequenciamento. Apesar de ser
muito promissor, o uso de GeneChips na analise de comunidades
microbianas depende do conhecimento prévio das sequéncias dos rDNAs
para a confec¢do dos arranjos. Além disso, em ambientes de grande
diversidade, como em solos, a presenca de grupos filogenéticos muito
proximos poderia diminuir a acuracia do método, devido a ocorréncia de
hibridizacao nao-especifica, e espécies novas néo seriam detectadas.
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ABORDAGENS PARA A ANALISE DE DADOS
DE DIVERSIDADE MICROBIANA

Os estudos de diversidade e estrutura de comunidades microbianas tém
gerado uma enorme quantidade de dados de dificil analise por meio das
técnicas estatisticas convencionais, exigindo abordagens mais complexas.
Normalmente a diversidade e a estrutura de comunidades microbianas séo
analisadas em funcédo da ocorréncia de UTOs, ja que o conceito de espécie,
principalmente para os procariotos, € controverso (Rossell6-Mora & Amann,
2001). Essas UTOs podem ser bandas de amplicons do rDNA separadas
por DGGE ou seqiiéncias de nucleotideos de um fragmento do rDNA, por
exemplo.

Véarias abordagens estatisticas tém sido usadas para estimar e comparar
a diversidade microbiana, bem como as estruturas de suas comunidades
em diferentes ambientes, incluindo métodos paramétricos e nao-
paramétricos. Os métodos paramétricos estimam o nimero de UTOs nao-
observadas em uma comunidade, ajustando os dados amostrados a
modelos de abundéncia relativa de UTOs, como lognormal ou Poisson
lognormal, entre outros (Bohannan & Hughes, 2003). Por meio dessa
abordagem é possivel estimar a diversidade partindo de amostras
relativamente pequenas das UTOs de um ambiente. Existe, no entanto,
uma série de limitagdes ao uso desses modelos, j& que ndo ha dados
suficientes sobre diversidade microbiana para indicar com certeza o modelo
mais adequado. Assim, a adocdo de modelos especificos deve ser feita
com base em uma sélida argumentacao tedrica. A diversidade de
comunidades de procariotos pode depender de duas variaveis mensuraveis:
0 numero total de individuos na comunidade e a abundéancia das UTOs
mais abundantes, assumindo uma curva lognormal de abundancia de UTOs
(Curtis et al., 2002). Essa abordagem pode ser facilmente aplicada na
estimativa da diversidade microbiana com base em dados obtidos por
clonagem e seqiienciamento de clones, ja que a quantidade de dados
necessaria para a estimativa pode ser reduzida.

Os métodos ndo-paramétricos, ao contrario dos paramétricos, sao
capazes de estimar a diversidade microbiana a partir de uma pequena
amostra da comunidade, dependendo de informac¢des sobre UTOs
observadas, sem considerar modelos de distribuicdo de abundancia relativa.
Dos métodos nao-paramétricos, o mais utilizado na estimativa da
diversidade microbiana é o Chaol (Chao, 1987). Essa abordagem utiliza o
namero de UTOs com um Unico e dois representantes na amostra para
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estimar a diversidade total. Esse modelo é particularmente til, pois estima
também a variancia associada a multiplas amostragens da mesma
comunidade, possibilitando uma comparacéao estatistica de duas amostras.
Uma das desvantagens dessa abordagem é que ela depende de estimativas
da abundancia relativa de UTOs, a qual pode sofrer distor¢gdes em métodos
gue dependem da extracdo de DNA da comunidade microbiana e de sua
amplificacdo por PCR. De maneira geral, os métodos ndo-paramétricos
tendem a subestimar a diversidade microbiana. Chao & Lee (1992)
propuseram um novo algoritmo para a estimativa de diversidade, chamado
ACE (“Abundance-based Coverage Estimator”), no qual as UTOs (espécies)
sdo separadas em grupos raros e abundantes e somente 0s grupos raros
sdo usados para estimar a diversidade ndo-conhecida.

Stach et al. (2003) utilizaram varias abordagens estatisticas, incluindo
Chaol e ACE, para estimar a diversidade de actinomicetos em sedimentos
marinhos, com base em bibliotecas de clones de rDNA 16S, e observaram
gue ambos os algoritmos mostram a mesma tendéncia de variacdo das
estimativas em funcéo da profundidade de amostragem. No entanto, para
as amostras da camada mais superficial, as estimativas de riqueza de UTOs
com base em Chaol mostraram maior diversidade do que com base em
ACE, provavelmente devido ao tamanho da amostra em relagdo a
complexidade da comunidade.

Na analise de dados provenientes de bibliotecas de clones de rDNA, os
fatores mais limitantes sao: determinar a representatividade dos clones
seqienciados em relagdo a diversidade genética do ambiente amostrado
(cobertura) e fazer a comparacao estatistica de bibliotecas (comunidades).
Para isso, Singleton et al. (2001) desenvolveram um programa computacional
chamado LIBSHUFF. Esse programa pode ser utilizado para determinar o
grau de cobertura de uma biblioteca para diferentes distancias evolutivas e
para determinar a dissimilaridade entre duas ou mais bibliotecas. A
vantagem dessa abordagem é que ela ndo é sensivel ao agrupamento
filogenético dos taxons. No entanto, os resultados do LIBSHUFF séo
dependentes do nimero de amostras, de forma que o nimero minimo de
seqléncias para distinguir duas comunidades dissimilares aumenta com a
complexidade da comunidade e diminui com a magnitude da dissimilaridade
(Singleton et al., 2001).

Outra abordagem para a analise de dados de seqlienciamento de
bibliotecas de clones de rDNA é a filogenética (Martin, 2002; Bohannan &
Hughes, 2003), a qual considera a diversidade genética entre comunidades
e pode ser usada para comparar a complexidade genética destas.
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Adicionalmente, essa abordagem permite, por meio da analise da topologia
de arvores filogenéticas, revelar processos determinantes da estrutura das
comunidades (Bohannan & Hughes, 2003).

Uma vez que as diferentes abordagens para a analise de dados de
diversidade microbiana tém vantagens e desvantagens, e nenhuma delas
€ consenso nos estudos de ecologia de microrganismos, a tendéncia é a
utilizagdo de varias abordagens para uma analise completa dos dados.
Assim, os métodos paramétricos podem ser usados para estimar a
diversidade absoluta no ambiente; os nao-paramétricos, para comparar a
diversidade em diferentes ambientes; e a filogenia, para realizar
comparacgdes genéticas de comunidades microbianas diferentes.

FATORES DETERMINANTES DA DIVERSIDADE
E ESTRUTURA DAS COMUNIDADES
MICROBIANAS DO SOLO

O solo é um sistema complexo que contém uma grande variedade de
micro-habitats, os quais sdo caracterizados por propriedades fisicas,
guimicas e bioldgicas Unicas. Essas propriedades, além de mostrarem
grande variabilidade espacial (horizontal e vertical), apresentam também
elevada variabilidade temporal, o que dificulta enormemente a definicdo de
amostras representativas e, conseqientemente, o estudo do sistema
(Torsvik et al., 2002).

A estrutura do solo parece ter papel fundamental na organizacao das
comunidades microbianas. Tem sido observado que mais de 80 % das
bactérias se localizam em microporos de microagregados estaveis do solo,
medindo 2-20 um (Ranjard & Richaume, 2001). Além disso, as comunidades
microbianas no solo variam até mesmo em funcdo da posi¢cdo no
microagregado (Mummey & Stahl, 2004). Utilizando sequenciamento de
clones de rDNA 16S, foi observado que Proteobacteria e Actinobacteria
sdo as divisbes predominantes em microagregados. No entanto, a primeira
divisdo predomina na regido mais externa dos microagregados, enquanto
a segunda predomina no interior destes. Da mesma forma, Verrucomicrobia
sO foi observada no interior dos microagregados. Outra observagéao
interessante é que as comunidades bacterianas do exterior dos
microagregados sdo mais similares a comunidades da rizosfera, quando
comparadas aquelas do interior dos microagregados.
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A estrutura das comunidades microbianas pode variar também em fungéo
da fracdo granulométrica & qual os microrganismos estao associados. A
maior parte da diversidade bacteriana est4 associada as fragdes silte e
argila, quando comparado a fragéo areia, sugerindo que as estruturas das
comunidades bacterianas sédo particula-especificas. Uma grande
diversidade de bactérias da divisao Halophaga/Acidobacteria e
Prosthecobacter esta associada a pequenas particulas (silte e argila). Ja
particulas maiores (areia) apresentam menor diversidade de bactérias da
divisédo Halophaga/Acidobacteria, predominando Proteobacteria subclasse
a (Torsvik, 2002). Essa localizagé&o diferencial na matriz do solo é essencial
para a sobrevivéncia e atividade das bactérias e pode determinar suas
funcdes ecoldgicas.

Gelsomino et al. (1999), utilizando DGGE para determinar a estrutura
das comunidades bacterianas de 16 tipos de solo, provenientes de areas
geograficas diferentes, observaram que solos mais similares tendem a
selecionar comunidades bacterianas mais similares, sugerindo que o tipo
de solo é o fator preponderante na organizacdo das comunidades
microbianas. Da mesma forma, Chiarini et al. (1998), comparando a
influéncia do tipo de solo, cultivar e estagio de desenvolvimento de plantas
de milho na estrutura das comunidades de bactérias da rizosfera,
observaram que o maior efeito sobre a organizagédo dessas comunidades
era exercido pelo tipo de solo e que o genétipo da planta nao tinha efeito
significativo. A diversidade de Paenibacillus e Pseudomonas spp.
fluorescentes na rizosfera também foi significativamente afetada pelo tipo
de solo, em detrimento do gendtipo vegetal crescendo no solo (Latour et
al., 1996; Da Silva et al., 2003).

Outros estudos tém demonstrado que tanto a quantidade quanto a
gualidade da matéria organica do solo podem afetar significativamente a
diversidade microbiana e a estrutura de suas comunidades (Kim et al., 2002;
Zhou et al., 2002; Girvan et al., 2003; Banu et al., 2004; Leckie et al., 2004).
Da mesma forma, o estado nutricional do solo pode afetar a diversidade e
estrutura das comunidades microbianas. Em solos com altas concentragfes
de nutrientes disponiveis predominam Proteobacteria das subclasses a e
y, indicando a predominancia de selecéo do tipo r (Smit et al., 2001). Jaem
solos com baixa disponibilidade de nutrientes ou com altas concentra¢des de
moléculas recalcitrantes a abundancia relativa de Acidobacteria € mais
elevada do que a de Proteobacteria, indicando predominancia de sele¢éo do
tipo k. Uma maior propor¢éo de Proteobacteria em relagéo a Acidobacteria
pode ser indicativa de solos que recebem altas concentrac6es de matéria
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organica. Em contraste, uma maior propor¢éo de Acidobacteria em relacao
a Proteobacteria pode indicar solos distréficos (McCaig et al., 2001).

Outro fator determinante da distribuicdo de microrganismos nos micro-
habitats é o teor de agua no solo. Analisando mais de 9.000 perfis de
RFLP do rDNA 16S de 29 amostras de solo de quatro regides geograficas
distintas, coletadas de diferentes profundidades (superficie, subsuperficie
nao-saturada e subsuperficie saturada), Zhou et al. (2002) observaram que
em amostras de solo da subsuperficie saturada a comunidade bacteriana
apresentava alto grau de dominancia, enquanto em amostras da superficie
a distribuicdo dos ribotipos era mais uniforme e todas as espécies de
bactérias eram igualmente abundantes. Da mesma forma, em amostras
ricas em C, a distribuicdo de espécies bacterianas era uniforme,
independentemente do teor de agua e da profundidade de amostragem.
Esses dados sugerem que o isolamento espacial pode limitar a competi¢céo
entre as populagdes bacterianas nos horizontes superficiais e em solos
ricos em C, resultando em alta diversidade e uma estrutura de comunidade
uniforme, sem dominéancia.

As comunidades microbianas desses micro-habitats respondem de forma
diferencial a fatores como: umidade, difusdo de gases, temperatura, pH,
textura, mineralogia, concentracao de nutrientes, teor e qualidade da matéria
orgéanica, vegetacao, interferéncias antropicas, entre outros. A combinacao
desses fatores resulta em uma infinidade de condi¢cdes ambientais distintas,
as quais direcionam o processo de selecdo e sucesséo de populacdes de
microrganismos no solo, contribuindo para a definicdo da diversidade
genética e funcional do ambiente e da estrutura da comunidade microbiana,
de maneira geral (@vreas, 2000).

Atividades antropicas podem afetar o funcionamento dos ecossistemas
e reduzir sua biodiversidade, resultando em desequilibrios ecologicos de
consequéncias imprevisiveis e na extingdo de espécies essenciais a
manutenc¢do do ecossistema. McGrady-Steed et al. (1997) descreveram o
efeito da biodiversidade microbiana em ambientes aquéaticos em um
processo do ecossistema (respiracéo) e verificaram que a diversidade estava
inversamente relacionada com a variacdo desse atributo. Constataram
também que em ecossistemas com valores de biodiversidade moderada a
alta (mais de oito espécies) seus processos sdo pouco afetados. Como os
solos podem conter 6.000-10.000 espécies de procariotos, seria de esperar
gue 0s processos biogeoquimicos ndo fossem afetados por alteracfes de
biodiversidade. No entanto, no solo, a diminui¢cdo da diversidade microbiana
pode resultar em diminuicao da ciclagem de nutrientes e crescimento de
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plantas (Reber, 1992). Talvez os limiares de biodiversidade capazes de
manter as funcdes do ecossistema tenham de ser melhor definidos para
solos, ja que o grau de isolamento espacial entre as diferentes comunidades

microbianas dos micro-habitats € normalmente bastante elevado, se
comparado a ecossistemas aquaticos.

Purvis & Hector (2000) relatam que aproximadamente 95 % dos
experimentos sobre as relagBes entre diversidade e funcionamento do
ecossistema demonstraram que 20-50 % das espécies sdo necessarias
para manutencgédo de inimeros processos biogeoquimicos. Comentam ainda
gue o aumento da diversidade de um grupo de organismos pode promover a
diversidade da associagédo existente entre diferentes grupos, como a que ocorre
entre fungos micorrizicos e plantas, ou, ainda, entre plantas e alguns insetos.

A relacdo entre diversidade microbiana e qualidade do solo tem sido
muito discutida, mas nédo foi completamente elucidada. O tempo necessario
para 0 ecossistema retornar ao seu estado inicial, apés um disturbio
gualquer, define a resiliéncia do sistema. Quanto maior esse tempo, menor
aresiliéncia. Se a diversidade das comunidades microbianas do solo esta
diretamente relacionada com sua resiliéncia, ndo se sabe; entretanto, esta
€ uma hipétese plausivel, ja que a diminuicdo da diversidade microbiana
pode resultar em diminuicdo da redundancia de fungdes bioquimicas e
conseqlente reducédo da diversidade metabdlica (Reber, 1992).

Como as altera¢gdes da diversidade e estrutura das comunidades
microbianas néo implicam necessariamente efeitos deletérios a qualidade
do solo, é necessario entender como essas alteracGes afetam as funcoes
dessas comunidades e sua relacdo com variag8es nos atributos do solo.

DIVERSIDADE, ESTRUTURA DE
COMUNIDADES E METABOLISMO

Um dos maiores desafios da microbiologia do solo atualmente é
desvendar o papel que um determinado grupo filogenético de microrganismo
tem no solo. O desafio fica ainda maior quando esse grupo filogenético
ndo pode ser cultivado. A combinagcdo de metodologias independentes de
cultivo tem revelado uma enorme diversidade de microrganismos nos solos,
muito superior a diversidade observada no mar, e outros ecossistemas
(Curtis et al., 2002), sem, no entanto, elucidar suas funcdes nos diferentes
processos biogeoquimicos.
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Os métodos para estudo de comunidades microbianas baseados no
seqlienciamento de rDNA geram grandes quantidades de informacdes sobre
0s grupos taxondmicos presentes em um determinado ambiente. No
entanto, dificilmente essas informacdes podem ser associadas as fungdes
que cada grupo filogenético pode ter em diferentes processos
biogeoquimicos, principalmente quando se refere aqueles grupos com
poucos ou sem nenhum representante cultivado.

Boschker et al. (1998) propuseram um método para ligar diretamente
populac6es microbianas a processos biogeoquimicos especificos, pelo
suprimento de uma fonte de C marcada com 13C e a deteccdo da
incorporacdo do '3C a lipideos diagnésticos por PLFA. Com esse método,
foi possivel determinar que as bactérias mais ativas na incorporacao de
acetato marcado com 3C eram também as responsaveis pela reducéo do
sulfato em sedimentos e pertenciam a um grupo similar ao grupo da
Desulfotomaculum acetoxidans e ndo ao grupo da Desulfobacter spp., a
bactéria sulfato-redutora mais amplamente estudada. Observaram também,
por meio da assimilacdo de metano marcado com '3C, que bactérias
metanotréficas tipo | sdo as principais responsaveis pela oxidacédo do
metano em sedimento de um lago eutrofico.

Outra abordagem metodolégica para identificar microrganismos que sao
ativos em processos metabdlicos especificos é por meio da incorporagéo
de 5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU) ao DNA. Yin et al. (2000) utilizaram
essa abordagem para avaliar redundancias funcionais em solos de Ronddnia
localizados em um gradiente de recuperacao de vegetacao apés degradacéo
por atividade de mineragd@o. Nesse caso, amostras de solos foram incubadas
com diferentes fontes de C (L-serina, L-treonina, citrato de sédio ou hidrato
de a-lactose) e BrdU. O DNA metagendmico foi extraido e a fracdo marcada
com BrdU foi isolada por imunocaptura. A avaliagcdo da estrutura da
comunidade microbiana ativa foi avaliada por meio do perfil de amplicons
do espaco intergénico ribossomal. Essa abordagem pode ser aplicada a
diferentes tipos de substratos, porém deve-se considerar que a aplicagéo
de uma fonte de C pode estimular popula¢des microbianas que nao estavam
ativas in situ.

Alternativamente, para ligar a identidade de um microrganismo a sua
funcdo no solo tem sido usada a combina¢édo de microauto-radiografia e
hibridizacéo in situ fluorescente (MAR-FISH) (Gray & Head, 2001). Por meio
dessa técnica, substratos marcados podem ser supridos a uma comunidade
microbiana e sua incorporacao detectada por microauto-radiografia. Os
grupos filogenéticos responsaveis pela incorporacgéo do substrato marcado
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podem ser entdo co-localizados por meio de hibridizacao in situ, utilizando-
se sondas especificas. Da mesma forma, a combinacao da deteccédo de
diferentes espécies ibnicas com microssondas e a co-localizacao de grupos
filognéticos por FISH sdo uma abordagem interessante para determinar
grupos microbianos associados com processos biogeoquimicos (Gray &
Head, 2001).

A abordagem usada por Tyson et al. (2004) para associar estrutura de
comunidades microbiana e metabolismo difere de outras, por se basear na
reconstrucdo de genomas microbianos diretamente de amostras ambientais.
De maneira geral, o DNA metagendmico é extraido do solo, fragmentado,
clonado e sequenciado aleatoriamente (“random shotgun sequencing”).
Posteriormente, as sequéncias sdo montadas e agrupadas segundo seu
teor em G + C. Esses agrupamentos baseados no teor em G + C,
normalmente representando o genoma de um microrganismo, sao
analisados para afiliagdo filogenética das sequéncias do rDNA presentes
nos agrupamentos. Com essa abordagem, utilizando amostras de um
biofilme de baixa complexidade bioldgica que se desenvolve em minas de
pirita (FeS,), foi possivel reconstruir os genomas de Leptospirillum grupo |l
e Ferroplasma tipo Il, uma espécie de bactéria desconhecida e nunca antes
cultivada, quase que na totalidade. Foi possivel também recuperar
parcialmente os genomas de Leptospirillum grupo Ill, Ferroplasmatipo | e
G-Plasma. A reconstrucdo de uma cadeia de transporte de elétrons putativa
no grupo das Leptospirillum possibilitou estabelecer os possiveis
mecanismos de oxidacdo do Fe em condi¢cbes microaerdbias,
predominantes nesse tipo de biofilme. Outros aspectos da geracédo de
energia, fixacdo do C e N, e homeostase foram desvendados, possibilitando
uma visualizacdo das estratégias de sobrevivéncia microbiana em
ambientes extremos. Embora seja promissora, essa abordagem depende
de uma elevada capacidade de seqlenciamento e processamento de
sequéncias de DNA (bioinforméatica), dificultando sua aplicacao na maioria
dos laboratérios de microbiologia do solo.

DIVERSIDADE MICROBIANA COMO
INDICADORA DE QUALIDADE DO SOLO

Quando o objetivo for definir atributos do solo que permitam inferir sua
qualidade, existem indicadores fisicos e quimicos que podem ser utilizados
com certo grau de confiabilidade (To6tola & Chaer, 2002). Ja os indicadores
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microbiolégicos sdo menos confiaveis, pois a base de informacfes
disponiveis ainda ndo é suficientemente consistente. Se a diversidade
funcional da microbiota do solo é determinada pela diversidade genética e
estd associada a ocorréncia de processos essenciais para a manutencao
de sua qualidade, é plausivel supor-se que a diversidade genética pode
ser usada como indicadora da qualidade dos solos. A possibilidade de
explorar a relagéo entre diversidade microbiana e processos biogeoquimicos
constitui 0 novo paradigma da microbiologia do solo.

Alguns estudos utilizam caracteristicas bioldgicas, como: C e N na
biomassa microbiana, N potencialmente mineralizavel, respiragéo do solo,
relacdo C-microbiano:C-total e quociente metabdlico (relacdo entre a
biomassa microbiana e respiracéo basal), como indicadores de mudancas
na comunidade microbiana impostas pelo tipo de manejo, distirbio ou
estresse. Assim, em sistemas de manejo conservacionistas, como o plantio
direto, aumentos significativos da biomassa microbiana e diminuigdo das taxas
respiratdrias, bem como aumento da eficiéncia de utilizagdo dos nutrientes
do solo, sdo comumente observados (Cattelan & Vidor, 1990; Balota et al.,
1998). Essas alteracfes podem ser explicadas pela melhoria do conjunto
das caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas do solo, que incluem
elevacao dos teores de dgua, menores oscilagfes térmicas e aumento nos
espacos porosos, permitindo a aeragdo necessaria aos processos bioldgicos
(Sidiras et al., 1982; Sidiras & Pavan, 1985; Lal, 1999; Werner, 1997; Mendes,
2003). Varios estudos tém demonstrado a eficiéncia de diferentes
indicadores biologicos para comparar respostas de sistemas de manejo a
modificacdes das condi¢cdes ambientais, sem, no entanto, apontar para um
bioindicador Gnico (Nuernberg et al., 1984; Cattelan & Vidor, 1990; Werner
1997; Gunapala & Scow, 1998; Swezey et al., 1998; Goh et al., 2000).

As enzimas do solo também podem ser utilizadas como indicadores
sensiveis das mudancas decorrentes de préaticas de manejo, incluindo
aplicacao de residuos organicos, compactacgéao do solo, rotacao de culturas
(Brussard et al., 2003). Enzimas como proteases, fostatases, urease, [3-
glicosidase e arilsulfatase, entre outras, tém sido propostas como
indicadoras de alteracGes da qualidade de solos (Matsuoka et al., 2003;
Mendes et al., 2003). No entanto, nenhuma delas apresenta todas as
caracteristicas inerentes a um bom indicador de qualidade.

Varios processos biogeoquimicos apresentam alto grau de redundéancia,
isto é, diferentes populacdes de microrganismos podem, em diferentes
condi¢cdes ambientais, realizi-los. Assim, a diminuicao da atividade de uma
populacdo de microrganismos por alteracdo das condigcdes ambientais
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poderd ser compensada pelo aumento da atividade de outra populacgéo,
sem alteracao significativa da atividade total da comunidade. Atividades
gue apresentam alto grau de redundancia dificilmente se correlacionam
com alteragbes da qualidade do solo, embora essas medidas sejam Uteis
na determinacéo das taxas de degradagédo de materiais organicos no solo
(Brookes, 1995). Provavelmente, os melhores indicadores de qualidade de
solo poderéo ser encontrados entre as atividades microbiolégicas menos
redundantes, havendo necessidade de estudos detalhados sobre os grupos
de microrganismos associados a essas atividades.

Stenberg (1999) enfatiza que nenhum indicador individualmente
conseguira descrever e quantificar todos os aspectos da qualidade do solo,
e multiplos indicadores devem ser utilizados. Os critérios para a sele¢éo
de indicadores relacionam-se, principalmente, com a sua exatidédo em definir
0s processos do ecossistema, além da sensibilidade a fatores como
poluicdo, manejo e variacdes climéticas (Doran, 1997). Como a diversidade
microbiana é responsavel pelos processos biogeoquimicos mais importantes
no solo, é possivel que, avaliando-se essa diversidade como um todo, 0s
processos biogeoquimicos possam ser integrados em um fator Gnico de
expressao de qualidade, por meio de um indice associado a diversidade
microbiana. A identificacdo de grupos de microrganismos endémicos em
solos com caracteristicas comuns, ou grupos de microrganismos que
respondem de forma similar a um distarbio, poderia ser uma das abordagens
para o uso da diversidade microbiana como indicador de qualidade de solos.
As informac¢des geradas pelos estudos de ecologia e diversidade microbiana
em solos sob as mais variadas condigdes ambientais terdo papel
fundamental na identifica¢do de indicadores microbioldgicos de qualidade
de solos mais confiaveis e de facil determinacao.

Smit et al. (2001) realizaram estudos filogenéticos com o objetivo de
relacionar a presenca de diferentes grupos de microrganismos com o estado
nutricional do solo e constataram que em solos com grande quantidade de
nutrientes disponiveis ocorre selegdo positiva para a- e y-Proteobacteria.
Ja em solos com poucos nutrientes ou com alta concentracao de substancias
recalcitrantes, a proporcéo relativa de Acidobacterium aumenta. Dessa
forma, a razéo entre a abundéancia de Proteobacteria e a de Acidobacterium
poderia ser um indicador do estado trofico do solo (McCaig et al., 2001;
Smit et al., 2002). Talvez o exemplo citado seja simplista demais, mas é
uma indicacdo de que comunidades microbianas, e nao populacdes
especificas, € que devem ser monitoradas para a diagnose de disturbios
ou estresses aos quais o solo foi submetido.
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PERSPECTIVAS

A microbiota dos solos detém a maior parte da biodiversidade do planeta,
porém somente uma pequena fracdo dessa diversidade é conhecida e
passivel de cultivo in vitro. Até recentemente, os estudos de microbiologia
do solo eram feitos com base nos microrganismos capazes de crescer em
meios seletivos, gerando uma visao distorcida da organizacdo e do
funcionamento das comunidades microbianas. Essa visdo distorcida da
ecologia microbiana nos solos tem resultado em baixa efetividade na
utilizac&o biotecnoldgica dos processos microbianos para aumentar a
producéo agricola e para a biorremediacao de solos contaminados, ou como
bioindicadores de qualidade de solos, para citar alguns exemplos. O
aprimoramento das técnicas para inventariar microrganismos nos solos e
definir os processos biogeoquimicos aos quais eles estao associados, bem
como das técnicas para analise estatistica de grandes conjuntos de dados
biolégicos e ambientais, conjuntamente, sdo essenciais para o avango da
pesquisa em microbiologia do solo e para a efetiva aplicagao biotecnolédgica
dos conhecimentos gerados. Outro aspecto da microbiologia do solo que
carece de aprimoramento é o método usado para cultivo de microrganismos
considerados “nédo-cultivaveis”. Certamente, esses métodos deverédo
considerar processos de sinalizagdo entre diferentes microrganismos que
ocorrem em biofilmes no solo e informag¢des geradas por analise de
metagenomas.

Alguns paises tém investido consideraveis montantes de recursos
financeiros na pesquisa da diversidade microbiana em diferentes ambientes,
por meio de projetos especiais de prospeccao da biodiversidade microbiana,
suas fun¢des no ambiente e interagdes com outros microrganismos, plantas
e animais, como o “Microbial Observatory” e o “Microbial Interactions and
Processes”, financiados pela “National Science Foundation”. No Brasil,
relativamente pouco tem sido feito institucionalmente com essa finalidade.
Na maioria dos casos, 0s projetos para pesquisa da diversidade microbiana
sdo iniciativas individuais, com muitas limitagdes metodol6gicas. O
conhecimento detalhado da diversidade microbiana nos solos de diferentes
biomas brasileiros é estratégico para o desenvolvimento biotecnoldgico,
bem como para a formulacao de politicas publicas de preservacédo ambiental,
e deve ser incentivado nacionalmente por meio de programas especiais de
agéncias de fomento a pesquisa. Sem essa iniciativa, continuaremos na
penumbra tecnoldgica decorrente do parco conhecimento de nossa
biodiversidade.
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