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INTRODUCAO

Na agricultura moderna, praticas intensivas que garantem altos rendimentos re-
querem o uso extensivo de fertilizantes quimicos e de agrotéxicos sintéticos que, asso-
ciados aos impactos ao meio ambiente, tém onerado os custos de producao. De modo
a suprir a caréncia de produtos fitossanitarios de pragas, doengas e plantas invasoras,
as industrias tém intensificado seu foco na busca de bioinsumos, a base de microrga-
nismos antagonistas, assim como microrganismos solubilizadores de nutrientes.

Nesse sentido, faz-se necessaria a ado¢ao de programas bem planejados de bio-
prospeccdo de novos microrganismos que realmente possam ser utilizados com efici-
éncia em condiges naturais de campo. E crucial a investiga¢io de linhagens superio-
res com novos mecanismos de agdo e que sejam altamente competitivas e que novos
habitats sejam explorados para o isolamento de novas espécies. E importante que essa
busca seja feita em ambientes onde as fun¢des almejadas sejam um produto da evolu-
¢do natural.

Esta pesquisa utiliza a bioprospec¢do, que é uma ferramenta de exploragao e uti-
lizagao de recursos bioldgicos que tem sido utilizada ha muito tempo, permitindo a
sobrevivéncia, a adaptacdo e a evoluc¢do da humanidade. Os microrganismos sao ex-
celentes recursos, uma vez que, dada sua ampla capacidade metabdlica, podem adap-
tar-se a varias condig¢des, possibilitando sua existéncia em varios ambientes, desde a
interagao com diversos hospedeiros (plantas e animais) até a coloniza¢iao de ambien-
tes considerados extremos do ponto de vista humano. Essa versatilidade possibilitou
a divergéncia e a colonizagao de diferentes nichos, tornando-os um grupo extrema-
mente diverso. Eles desempenham papel importante na sustenta¢io da vida, desde a
participacao nos ciclos biogeoquimicos, interagindo com seu hospedeiro e impactan-
do sua saude e desenvolvimento, funcionando como minifabricas para producao de
compostos de interesse farmacéutico, industrial e agricola.
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Embora seja um mercado promissor, os bioinsumos ora no mercado restringem-se
a poucos géneros/espécies de fungos e de bactérias. Como exemplo, podem-se citar
aqueles voltados ao controle de insetos-praga: Metarhizium, Beauveria, Entomophthora,
Neozygites, Hirsutella, Isaria, Paecilomyces e Bacillus thuringiensis. Para o biocontrole de
doengas de plantas, citam-se: Trichoderma, Clonostachys, Bacillus amiloliquefaciens, Pa-
enibacillus e B. cereus. Igualmente, poucas bactérias tém sido usadas para melhorar a
produtividade, incluindo Rhizobium, Bradyrhizobium, Azospirilum, Azotobacter, Pseudo-
monas, Bacillus, Paenibacillus e Burkholderia (Rodriguez; Fraga, 1999). Em estudo recen-
te, pesquisadores da Universidade de Indiana, nos Estados Unidos, estimaram que a
Terra pode conter cerca de 1 trilhdo (10™) de espécies microbianas, das quais 99,99%
permanecem desconhecidas (Locey; Lennon, 2016). Como se percebe, ainda hd muito
a se descobrir, e essa grande biodiversidade propicia a oportunidade de explora-la
com sustentabilidade em beneficio da sociedade.

Assim, a biodiversidade deve ser explorada como fonte de novos genes, enzimas,
moléculas, agentes de controle bioldgico, pesticidas, inseticidas, inoculantes, entre
outros, que possam ser aplicados nos mais diversos setores da economia. Pensando
nisso, nos ultimos anos, a Embrapa Meio Ambiente tem se destacado na bioprospec-
¢ao de microrganismos dos mais diversos ambientes (Antartica, manguezais, Caatin-
ga, Amazodnia, Cerrado, Mata Atlantica e marinhos) na busca por novos compostos e
microrganismos que possam ser utilizados para o desenvolvimento de novas tecnolo-
gias com potencial uso na agricultura.

A BIODIVERSIDADE COMO RECURSO PARA DESCOBERTA
DE NOVOS BIOINSUMOS

Os insumos bioldgicos, em sua maioria, sdo derivados de microrganismos e seus
metabdlitos e recaem nas seguintes categorias: biopesticidas, bioestimulantes e bio-
fertilizantes. Embora tenham ocorrido avancos extraordinarios no uso de agentes de
biocontrole que garantem uma agricultura menos dependente de agrotoxicos, ainda
ha muito a se avan¢ar na busca de novos agentes microbianos e na descoberta de novos
biofertilizantes. A demanda por bioestimulantes deve aumentar, haja vista a escassez
de 4gua e irregularidades da precipitacdo anual, além de aumento das temperaturas
e salinidade dos solos. Por sua vez, os biopesticidas a base de microrganismos vivos
também devem merecer aten¢ao no sentido de bioprospectar novas espécies com ca-
racteristicas superiores. A diversidade de espécies microbianas ora no mercado ainda
é muito reduzida, com uma base genética estreita e, ha muito, sendo subcultivada.
Contudo, é preciso estudar a estabilidade genética dessas linhagens. Para ter uma vi-
sao global sobre a reduzida diversidade de organismos no mercado de bioinseticidas,
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ha os seguintes géneros: Bacillus thurigiensis, B. sphaericus, Beauveria, Metarhizium; para
os biofungicidas, Bacillus, Clonosthachys e Trichoderma. Nesse sentido, a exploracdo da
biodiversidade visando a novos agentes bioldgicos deve ser dirigida baseando-se nas
interagdes ecoldgicas, em que o carater tenha surgido como uma evolug¢ao natural,
e as buscas devem priorizar o isolamento de novas espécies/géneros e, portanto, de
novos clusters génicos e novas substancias bioativas.

A maioria dos microrganismos permanece desconhecida, e varios habitats, inex-
plorados. Grande parte desses microrganismos ainda nao sao cultivados em meios de
cultivo tradicionais, necessitando de estudos para acessar alguns grupos especificos.
Diversos fatores contribuem para esse viés metodoldgico, como o fato de esses micror-
ganismos frequentemente existirem em conjuntos interdependentes que funcionam
como unidades metabdlicas, ja que esses cenarios, até entao, nio podem ser replica-
dos em condig¢bes de laboratério (Ainsworth et al., 2010). Ademais, os microrganis-
mos em seus ambientes naturais existem em relagoes altamente especificas com seus
hospedeiros, e a auséncia de fatores-chave como metabdlitos produzidos por outros
membros da comunidade também dificulta o cultivo (Handelsman, 2004). E possivel
que muitos desses organismos sejam, de fato, mutantes auxotroficos, necessitando de
requisitos nutricionais especificos.

Menos de 0,1% do total de espécies microbianas tém sido caracterizadas (Alain;
Querellou, 2009). Portanto, buscar estratégias de isolamento em meios de cultivo con-
siderando a fisiologia dos microrganismos presentes naquele ambiente é de suma im-
portancia. Uma estratégia para ampliar a diversidade de microrganismos cultivaveis é
aumentar a diversidade de meios de cultivo para isolamento, que devem contemplar
meios complexos, ricos em macro e micronutrientes, como também meios que se-
jam oligotroficos, principalmente para o isolamento de microrganismos extremofili-
cos. Bactérias psicrofilicas e bactérias do filoplano, por exemplo, devem ser isoladas
em meios de cultivo diluidos. Assim, os meios de crescimento devem incluir baixas
concentracoes de sais minerais ou até mesmo a adicao de extratos da propria planta
hospedeira. As técnicas de isolamento baseadas em enriquecimento tém sido utiliza-
das no sentido de tornar as condi¢des de crescimento mais favoraveis aos organismos
de interesse, ao passo que desfavorecem o crescimento de quaisquer competidores.
Igualmente, sugere-se a exploragdo de microrganismos com base nos critérios de
quimiotaxonomia, a exemplo do que ja se exercita com plantas, embora linhagens
microbianas filogeneticamente préximas possam apresentar distintos perfis quimicos
quando os metabdlitos secundarios sao levados em consideragdo. Uma abordagem
inovadora refere-se a bioprospeccdo baseada no genoma do organismo de interesse,
proporcionando a descoberta de genes que codificam a biossintese de novas subs-
tancias bioativas. Ademais, a abordagem metagendmica pode garantir acesso aquelas
populagdes de microrganismos que nao podem ser cultivadas em laboratério.
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Reforga-se a importancia da descoberta de novas espécies para o controle de ne-
matoides, novos antibiéticos naturais produzidos por fungos e bactérias para o con-
trole de fitobactérias e plantas daninhas, novos bioestimulantes para protecao de
plantas contra seca e salinidade e novos biofertilizantes envolvidos na solubiliza¢ao
de fosfato e de potassio.

ESTRATEGIAS DE BIOPROSPECGCAO DE MICRORGANISMOS

Embora seja possivel a exploragiao de microrganismos de diversos ambientes para
uso agricola, aqueles associados as plantas parecem oferecer efeitos superiores a sau-
de da planta, por colonizar suas respectivas plantas hospedeiras, inibir o ataque de
pragas e produzir substancias bioativas, como antibidticos volateis e nao volateis e
enzimas hidroliticas, e soma-se a isso o fato de ja serem adaptados a prépria planta
hospedeira. Os microrganismos que interagem e estio associados, simbidtica ou as-
simbioticamente, incluem os microrganismos da filosfera e da rizosfera e os endofi-
ticos (Figura 16.1), pertencendo aos trés dominios: arqueias, procariotos e eucariotos.

Efeitos benéficos:

- Promotores de crescimento (fixadores de N2, solubilizadores de P e K)
- Reguladores de crescimento (biossintese de horménios vegetais)

- Mitigacao de estresse abidtico (seca, salinidade, temperatura)
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Figura 16.1. Microbiomas da filosfera, da rizosfera e do interior dos tecidos vegetais (endofiticos). A imagem
mostra os diferentes micro-habitats relativos a cada um desses hot spots, com suas fung¢des essenciais ao
crescimento e ao desenvolvimento de plantas e prote¢ao contra pragas e estresses abidticos.
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A exploracao de agentes microbianos ou de seus metabdlitos para uso agricola
tem sido realizada ha décadas, com relativo sucesso a partir de fontes naturais, como
o proprio solo. Recentemente, outros ambientes, muitos deles ainda pouco explora-
dos, como ambientes marinhos ou até mesmo ambientes extremos, tém sido fontes
de descoberta de novos organismos. Mais de 50% de todos os produtos no mercado
sdo originarios de produtos naturais.

Microrganismos da filosfera

A filosfera é um dos ambientes mais hostis para o crescimento de microrganismos.
E um ambiente extremo para grande parte dos microrganismos associados, pois os
nutrientes na superficie foliar (filoplano) sao extremamente escassos, e a exposicao a
dessecagido e a radiagido UV é igualmente extrema. A superficie foliar é quase duas ve-
zes maior que a superficie da Terra, representando um habitat para microrganismos
benéficos de importancia para a agricultura, por exemplo, microrganismos tolerantes
aradiagao ultravioleta, e estresses osmoéticos, sendo a maioria deles bactérias perten-
centes a poucos grupos filogenéticos, incluindo as classes Alphaproteobacteria e Ga-
maproteobacteria. As bactérias sao os organismos predominantes com uma densidade
de 106 - 107 (Vorholt, 2012; Bringel; Cauée, 2015). E um habitat também para arqueias,
fungos filamentosos e leveduras. A maioria das bactérias habitando a filosfera ocorre
em grandes agregados, principalmente em micronichos, onde formam os biofilmes a
base de substincias poliméricas extracelulares. Alguns grupos sao ubiquos simbion-
tes que colonizam a maioria das espécies vegetais, e certas espécies podem exibir de-
terminadas caracteristicas de importancia a agricultura, como fixagao de nitrogénio,
produgao de fito-hormonios, substincias bioativas contra doengas e pragas. Bactérias
metilotroficas, por exemplo, constituem os simbiontes predominantes no filoplano,
os quais colonizam a maioria das espécies vegetais e tém demonstrado efeitos benéfi-
cos quanto a promogao do crescimento de plantas e, portanto, apresentam grande po-
tencial de uso agricola. Entre tantos atributos benéficos, as metilotroficas apresentam
vantagem competitiva no filoplano, pois colonizam e competem na superficie foliar,
toleram radiagdes, altas temperaturas, estresse hidrico e liberam substancias bioati-
vas de importancia para o controle de fitopatégenos. Tem sido relatada a presenca de
bactérias fixadoras de nitrogénio na filosfera de muitas espécies de plantas agricolas
(Miyamoto et al., 2004). Na mesma linha de estudo, Mwajita et al. (2013) descobriram
que mais de 50% das linhagens bacterianas isoladas da filosfera de arroz foram capa-
zes de solubilizar fosfato. Desse modo, por sua natureza simbidtica e por serem bons
colonizadores e tolerantes aos estresses abidticos intrinsecos a filosfera, atuam como
excelentes probidticos a satide da planta.
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As buscas por microrganismos da filosfera para uso agricola nao tém recebido in-
centivos quando comparadas com as pesquisas voltadas aos organismos da rizosfera.
O uso de antagonistas microbianos isolados do filoplano tem sido considerado uma
das mais importantes alternativas de controle de doengas que ocorrem em pds-co-
lheita. Os mecanismos de agdo envolvidos no biocontrole incluem competi¢ao por
espaco e nutrientes, micoparasitismo, liberacdo de substincias bioativas, incluindo
compostos volateis e inducao de resisténcia da planta hospedeira. No entanto, em vir-
tude das propriedades benéficas, do carater de adaptabilidade e de se requererem
baixas doses de células, essa linha de pesquisa deve merecer atenc¢io de pesquisado-
res e de produtores. E perfeitamente possivel o uso combinado de linhagens com fun-
¢des diversas, incluindo agentes promotores de crescimento de plantas e de agentes
de controle bioldgico alinhados a doses adequadas de agrotdxicos.

Microrganismos da rizosfera

A rizosfera foi definida no inicio do século XX, por Hiltner (1904), como o volume
de solo que recebe influéncia das raizes das plantas, e, desde entdo, esse termo vem
sendo cada vez mais investigado, sendo constituido por trés unidades interagindo en-
tre si: a planta, o solo e os microrganismos (Lynch, 1990). E uma area densamente
colonizada por raizes que devem competir por agua, espago e nutrientes com as raizes
de plantas vizinhas, além de ter de competir com os microrganismos presentes no
solo (Ryan; Delhaize, 2001). Apresenta intensa atividade microbiana, decorrente da
secre¢io de compostos denominados de exsudatos, pelas raizes, como ions, enzimas,
mucilagem e diversos outros metabdlitos (Bais et al., 2006). A composi¢ao da estrutu-
ra microbiana da rizosfera pode ser influenciada por intiimeros fatores, como a quan-
tidade e o tipo de exsudatos radiculares, a espécie e a idade da planta, as condi¢oes
do solo e as condi¢des impostas pelo ambiente, sendo o efeito da planta altamente
seletivo (Rovira, 1965; Marschner et al., 2004).

Microrganismos endofiticos

Sao considerados microrganismos endofiticos aqueles que habitam o interior das
plantas, podendo estabelecer relagdes simbidticas, neutras ou antagonistas com os
hospedeiros (Petrini; Fisher, 1988). Os microrganismos endofiticos podem colonizar o
interior das plantas em alguma fase de seu ciclo de vida, sendo encontrados em diver-
sos Orgdos e tecidos vegetais, como folhas, ramos e raizes, aparentemente, sem causar
dano a planta hospedeira. Os endofiticos, assim como os fitopatégenos, apresentam
a capacidade de penetrar a planta e se disseminar sistematicamente, habitando ati-
vamente o apoplasto do hospedeiro. Entretanto, algumas contribui¢ées significativas
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para a viabilidade do vegetal foram atribuidas a esses microrganismos, que podem
atuar como agentes de biocontrole de fitopatdgenos e de insetos, na prote¢ao da plan-
ta contra herbivoros, na produgio de fito-hormonios e, ainda, atuar como otimiza-
dores de crescimento e enraizamento da planta hospedeira, assim como elevar sua
resisténcia a estresses bidticos e abidticos (Azevedo et al., 2000; Hallmann et al., 1997).
A comunidade endofitica exerce esses efeitos favoraveis na planta porque é capaz de
produzir compostos quimicos como enzimas, alcaloides, antibiéticos e diferentes me-
tabdlitos, os quais favorecem a adaptac¢io da planta em condi¢oes adversas. A sintese
dessas substancias é induzida por condig¢des de estresse da planta hospedeira, como
falta de agua, presenca de substancias téxicas ou ataque de patdgenos ou insetos, que
afetam a intera¢ao da planta com o meio ambiente.

A constatagdo de comunidades microbianas endofiticas em tecidos de plantas
saudaveis tem sido relatada para a maioria das espécies vegetais cultivadas. Fungos
e bactérias sdo os endofiticos mais comumente isolados, contudo, outros grupos mi-
crobianos, como arqueias, tém sido isolados mais recentemente (Ma et al., 2013). Os
géneros mais comumente isolados incluem alguns pertencentes ao filo Ascomyco-
ta e outros géneros, como Colletotrichum, Xylaria, Phomopsis, Fusarium, Pestalotiopsis,
Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Pseudomonas e Xantomonas (Rodrigues et
al., 2000; Zou et al., 2000; Jacobs et al., 1985; Mclnroy; Kloepper, 1995). O niimero de
espécies de microrganismos endofiticos isolados de determinada planta esta direta-
mente associado a parte do hospedeiro que é utilizada no isolamento. Diferencas nas
flutuacées populacionais de endofiticos tém sido associadas ao gendtipo das plantas,
as condi¢des ambientais e a seus locais de origem.

ETAPAS DECISIVAS PARA A SELECAO DE MICRORGANISMOS
COM POTENCIAL DE USO NA AGRICULTURA

Uma etapa crucial na exploracao de linhagens superiores para uso no controle
biolégico e/ou promotores do crescimento de plantas é o screening de bons candidatos.
O objetivo focal da busca deve guiar os métodos de selec¢ao. Para o controle biolégico
de doengas de plantas, por exemplo, é fundamental o conhecimento acurado do pa-
tossistema a ser estudado. Entretanto, todas as fases de bioprospec¢ao sdo igualmente
importantes, desde as coletas, métodos de isolamento e de screening, até testes toxi-
coldgicos e de estabilidade genética e desenvolvimento de formulagées apropriadas
(Figura 16.2). Recentemente, a combinacdo de avancos em edi¢ao gendmica, como o
clustered reqularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR), engenharia metabdli-
ca e metabolomica conduz a descoberta de novos compostos e expressdes fenotipicas
de mecanismos para os mais diversos usos de taxons ainda nao explorados (Cortes et
al., 2021; Carrol; Zhou, 2017).
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A bioprospecgao de agentes de controle bioldgico costuma ser baseada na busca
por microrganismos que apresentam alta producao de estruturas reprodutivas e/ou
metabdlitos secundarios. Os fungos estio entre os principais agentes de controle bio-
légico de patdgenos e insetos-praga, amplamente estudados e, em alguns casos, co-
mercialmente explorados como bioprodutos (Hyde, 2019; Jaber; Ownley, 2018). Outros
taxons também sao extensivamente estudados, como as bactérias, principalmente as
do género Bacillus (Ongena; Jackes, 2008), e as actinobactérias, que sdo reconhecidas
por seu amplo espectro de producio de metabdlitos secundarios (Jose et al., 2021).

Antagonistas com potencial para controle de doengas foliares ou que ocorrem em
pés-colheita podem ser obtidos do proprio habitat onde se pretende aplica-los, ja que
esses organismos podem apresentar vantagens competitivas. As leveduras constituem
bons antagonistas para doengas pds-colheita, pois apresentam intimeros mecanismos
de agdo, incluindo competicao por espago e por nutrientes, liberagao de enzimas hi-
droliticas que favorecem a lise de fungos fitopatogénicos e formacao rapida de bio-
filmes (Wisniewski et al., 2007). Além desses atributos, as leveduras sao organismos
extremamente tolerantes aos estresses abioticos prevalecentes na filosfera. Do mesmo
modo, para doengas radiculares e doengas vasculares, uma boa estratégia de busca
pode ser a partir de solos supressivos, caso esse fendmeno ocorra em areas proximas
e/ou adjacentes onde ocorrem as doengas. Geralmente, quando a doenga se estabe-
lece, causa baixo dano e com tendéncia de redugio dessa incidéncia a cada ciclo de
cultivo mesmo na presenca do patégeno, hospedeiro suscetivel e ambiente favoravel
(Schlatter et al., 2017). As doengas vasculares causadas por fungos dos géneros Verti-
cillium e Fusarium, por exemplo, sdo de dificil controle, j4 que suas estruturas de dor-
méncia permanecem viaveis por longos periodos no solo. Uma vez que tenham infec-
tado os tecidos vasculares, a planta inicia o processo de murcha e, portanto, o controle
é bastante dificil. Nesse caso, o controle deve ser voltado a redugao das fontes de in6-
culo presente no solo, sendo uma estratégia promissora que os antagonistas atuem
por antibiose e micoparasitismo e que colonizem os micro-habitats de infec¢des do
patdgeno, ao tempo que podem, adicionalmente, proteger a planta por aumentar a
resisténcia induzida. Alguns fungos e bactérias antagonistas tém sido aplicados com
sucesso visando ao controle das murchas de Verticillium e Fusarium. Bactérias dos gé-
neros Bacillus e Streptomyces sao agentes de controle de fitopatégenos pela producao
de uma variedade de moléculas bioativas antagonicas e pela capacidade de produzir
esporos que permitem a adaptacao a diversos ambientes, aumentando a probabilida-
de de seus estabelecimentos nos solos supressivos (Nwokolo et al., 2021).

Nao existem protocolos-padrao para bioprospectar linhagens superiores a partir
da biodiversidade, mas os testes iniciais de triagem sao considerados cruciais para
obtencio de inoculantes eficazes em condi¢oes de campo. E importante obter o ma-
ximo de informagdes possiveis sobre as coletas, como latitude, longitude e altitude, e
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relacionar dados sobre o clima e analises fisico-quimicas do solo. Se as coletas forem
realizadas em campos agricolas, é preciso relacionar as praticas agricolas adotadas,
como fertilizantes e agrotoxicos.

Para isolamento de microrganismos, é essencial recuperar novos géneros/espécies
adotando certos procedimentos para maximizar a diversidade daqueles organismos
raros ainda ndo cultivaveis. Alguns procedimentos de isolamento tém apresentado
sucesso em isolar tais organismos, incluindo, por exemplo, baixas concentragoes
de nutrientes, moléculas sinalizadoras ou inibidores de organismos nao desejaveis
(Stevenson et al., 2004). Adicionalmente, aconselha-se estender a incubagao por
longos periodos, as vezes por até meses, para isolamento de bactérias oligotréficas.

Amostras Ambientais
Solos supressivos | partes de plantas | ambientes extremos

Isolamento
Evitar meios altamente seletivos | meio para oligotréficos |
utilizar meios diluidos

Incubacao
Incubar por periodos mais longos

Pré-selecao
Selegado de linhagens em substratos pobres | avaliar
competitividade | avaliagdo toxicoldgica

Screening
Selegao de linhagens com ensaios em casa de vegetagao
(utilizar solos naturais)

Testes em Campo

LW LWL LWL

Formulacao
Otimizagdo dos indculos | classificagdo taxondmica

Figura 16.2. Etapas cruciais envolvidas na busca de agentes de controle biolégi-
co a partir de amostras ambientais.
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O principio basico para isolamento é proceder a simula¢ao do ambiente natural
daqueles organismos a serem estudados, no sentido de estimular o crescimento. A
maioria dos meios-padrio de cultivo geralmente utilizados, sdo extremamente ricos
em nutrientes e, assim, estimulam o crescimento de microrganismos de rapido cres-
cimento. Tem-se verificado que muitas bactérias de amostras ambientais tém sido
isoladas em meios diluidos. Uma estratégia interessante é proceder a autoclavagem
do 4gar separadamente do fosfato que compde o meio de cultivo. Durante a autocla-
vagem, produtos do agar reagem com o fosfato produzindo peréxido de hidrogénio,
que inibe o crescimento de bactérias que ndo produzem catalase (Tanaka et al., 2014).

Outra estratégia para maximizar o isolamento de novas espécies é suprir os meios
de cultivo com cofatores e fatores de crescimento. Alguns microrganismos requerem,
para seu crescimento e desenvolvimento, nutrientes especificos que estdo presentes
em seus ambientes naturais como cofatores. Desse modo, bactérias previamente nio
cultivaveis foram isoladas de solos e agua (Stewart, 2012). Outro procedimento que
tem sido empregado com sucesso € o cocultivo com outras bactérias. Em ambiente
naturais, os microrganismos nao existem isoladamente, e muitos destes, que ainda
nao tém sido cultivados em laboratério, devem ser isolados e cultivados em conjunto
com outros microrganismos, porque alguns microrganismos dependem de substan-
cias produzidas por outros microrganismos para seu crescimento.

Uma técnica mais inovadora de isolamento que tem sido utilizada com bastante su-
cesso é o cultivo de alto rendimento, que emprega microcapsulas de agarose para encap-
sular células individualizadas diretamente de amostras ambientais. A técnica consiste
em transferir as microcapsulas para colunas de minifermentadores para crescimento e
desenvolvimento de microcolénias. A coluna do fermentador é, entao, suprida com o
meio de cultura que contém concentracoes de nutrientes similares aqueles encontrados
no ambiente do qual as células foram coletadas. Geralmente, essa técnica favorece o
crescimento de espécies de crescimento lento. A técnica tem sido muito utilizada para
cultivo de microrganismos produtores de substincias bioativas (Keller; Zengler, 2004).

Se, por um lado, o controle biolégico de doengas e insetos-praga tem extensa varie-
dade de estudos, com resultados conhecidos e, em alguns casos, até mesmo bioprodu-
tos comercializados, o desenvolvimento de bio-herbicidas ainda apresenta muitos de-
safios para ser inserido como estratégia de manejo integrado de plantas daninhas nos
sistemas de producdo. Embora existam varias pesquisas na literatura cientifica para di-
ferentes plantas-alvo, poucos bio-herbicidas foram registrados e estao comercialmente
em uso na agricultura mundial, em funcao de vérios obstaculos para seu desenvolvi-
mento (Westwood et al., 2018; Morin, 2020). A sele¢io de potenciais mico-herbicidas
é feita pela identificagdo de microrganismos associados a planta-alvo em condi¢oes
naturais, isolamento e cultivo em meio seletivo, determinacao de condigbes favoraveis
ao desenvolvimento da doenga e posterior desenvolvimento de uma formulagao.
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Na Embrapa Meio Ambiente, as cordas de viola (Ipomoea spp.) vém sendo
investigadas como plantas-alvo para estudos de controle bioldgico com o uso de fungos
fitopatogénicos. Essas espécies sao importantes invasoras em areas de cana crua, uma vez
que apresentam capacidade de germinar sob a camada de palha que se forma em éreas
de cana-de-agticar manejadas sem queima (Correia; Kronka, 2010). Em levantamento da
micobiota associada as cordas de viola, Nechet et al. (2019) identificaram 17 associagdes
de fungos restritas aos géneros Bipolaris, Colletotrichum e Cercospora, causando manchas
foliares e Alternaria, causando amarelecimento e queima foliar. A patogenicidade dos
isolados foi verificada em Ipomoea hederifolia, I nil, I. quamoclit e I grandifolia, e um
isolado de Cercospora aff. canescens (CMAA 1444) foi selecionado por causar mancha
foliar (cercosporiose), seguido de desfolha em I hederifolia, L. nil e I. grandifolia.

As condigOes necessarias para o desenvolvimento da cercosporiose foram identifi-
cadas e uma suspensao de 2 x 107 conidios.mL™ nos estadios fenoldgicos de 3-5 folhas,
flores abertas e plantas com frutos, e um periodo de molhamento foliar de 24 horas
induzem maior incidéncia da doenca e posterior desfolha em I. Nil. Nas outras es-
pécies, embora tenha ocorrido incidéncia da doenga, a desfolha nao foi a mesma, e
é necessaria a continuidade dos estudos explorando outros aspectos, como o uso de
adjuvantes e a tecnologia de aplicacao (Nechet; Halfeld-Vieira, 2019).

Complementar ao uso direto do patdgeno, a equipe da Embrapa Meio Ambiente
visa, também, a identificagdo de metabdlitos secundérios no processo otimizado, os
quais podem aumentar a infectividade do in6culo produzido e, também, resultar na
obtencdo de produtos naturais de agdo herbicida que podem ser utilizados direta-
mente no controle das plantas. O género Cercospora é conhecido pela producao da
fitotoxina cercosporina, do grupo quimico perylenequinonas, que desempenha papel
fundamental no processo de infec¢io do patdégeno em plantas (Daub, 1982). As fitoto-
xinas sdo determinantes em algumas interacoes patégeno e hospedeiro e podem ser
especificas ao hospedeiro, como a AAL-toxin de Alternaria alternate, ou nao especifi-
cas, como as produzidas pelo género Fusarium (Bo Bo et al., 2020).

A demanda por métodos alternativos aos herbicidas quimicos aumenta a cada
ano com o aparecimento de bidtipos resistentes e de dificil controle nos sistemas con-
vencionais e com o aumento de cultivos agroecoldgicos e orginicos que nao tém op-
¢ao de controle de plantas daninhas.

Identifica¢ao de microrganismos selecionados

Atualmente, a identificacdo de microrganismos segue um padrao mais completo
de métodos de anélises que permitem assegurar com maior precisio a identidade
do organismo. O gene 16S rRNA, por exemplo, tem sido considerado o mais fiel
para medir as relagdes evolucionérias de bactérias e de arqueias. Assim, ao classi-
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ficar um novo taxon, é essencial descrever com precisao as informagoes fenotipi-
cas, genotipicas e filogenéticas. Essas informacgdes constituem o que se chama de
abordagem polifasica da taxonomia, que envolve os seguintes métodos de analises:
i) métodos fenotipicos (taxonomia numérica, composi¢cao de parede, analises de
acidos graxos, analises de proteinas, caracteriza¢do de coldnias, estudos fisiologi-
cos e bioquimicos); e ii) métodos genotipicos [16S rRNA, contetdo de bases (%G +
C), hibridizagdo DNA-DNA, RFLP, ribotipagem e analises de genomas]. Os genes
rRNA sdo os melhores alvos para os estudos filogenéticos, pois apresentam um
mosaico de dominios variaveis e altamente conservados. O sequenciamento direto
de genes que codificam para pequenas (16S rRNA) e grandes (23S rRNA) moléculas
por PCR tem fornecido as bases da filogenia. Na pratica, é muito dificil descrever
uma espécie de procarioto sem sequenciar o gene 16S rRNA. A porcentagem de
hibridiza¢do DNA-DNA é um parametro indireto da similaridade das sequéncias
entre dois genomas, sendo um dos métodos primordiais para o delineamento de
espécies. Por sua vez, as informacgdes filogenéticas sao obtidas a partir dos estu-
dos das sequéncias dos genes 16S rRNA ou 23S rRNA no caso de bactérias e, 185
rRNA no caso de fungos. Ja a quimiotaxonomia, por exemplo, é uma ferramenta
essencial que vem sendo utilizada na classificacao de bactérias. Esta relacionada a
distribui¢ao de substincias quimicas especificas da célula, tais como aminoéacidos,
agucares, lipideos polares, menaquinonas, acidos graxos etc. Para alguns géneros
de actinobactérias, por exemplo, a anélise da composi¢do de acido micélico é es-
pecialmente necessaria.

A composi¢ao em bases nucleotidicas, expressa pela percentagem molar do con-
teido em guanina e citosina [%mol (G+C)], é uma das caracteristicas requeridas para
descrever espécies ou géneros de microrganismos procaridticos. Quanto maior for o
contetdo em (G+C), maior a quantidade de energia térmica requerida para separar as
duas cadeias de DNA. O contetido em %mol de (G+C) pode variar entre 24 e 86%, de-
pendendo do grupo de microrganismos (Madigan et al., 2015). Normalmente, o con-
teido em %mol de (G+C) de estirpes que constituem uma espécie filogeneticamente
coerente nao difere mais de 3%, podendo apresentar maior variagao entre diferentes
espécies de um género.

Além desses métodos, tem-se introduzido na classificacio de novas espécies a
analise genémica, incluindo de multilocos. Entretanto, diversos comités de taxono-
mia microbiana vém recomendando a inclusdo da anéalise genémica para classifica-
¢ao e caracterizacdo de novos microrganismos, sendo essa estratégia nomeada taxo-
no-genomics (Ramasamy et al., 2014). Os principais métodos que utilizam o genoma
na afiliagdo taxonomica sdo a analise de multilocos, a anélise comparativa entre os
genomas totais, avaliando a frequéncia de tetra-nucleotideos, e a identidade média
dos nucleotideos (average nucleotide identity — ANI) (Ramasamy et al., 2014).
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EXTREMOFILOS COMO FONTE DE BIOPROSPECCAO

Certas caracteristicas multifuncionais dos microrganismos extremofilicos, comu-
mente raras, tornam esses organismos excelentes fontes para descoberta de novos
produtos com aplicagdes em diversas areas, incluindo agricultura, meio ambiente,
medicina, farmacologia e industria. Extreméfilos sdo microrganismos que habitam
condiges extremas do planeta, tais como pH (acidofilicos, alcalinofilicos), tempera-
tura (psicrofilicos, termofilicos), radiagao (tolerancia a radiagao), salinidade (halofili-
cos), pressao (piezofilicos). Microrganismos extremofilicos benéficos sao também uti-
lizados na industria de processamento de alimentos, ja que produzem uma variedade
de compostos bioativos, metabdlitos secundarios, vitaminas e corantes (Barcelos et
al., 2020). Por exemplo, Streptomyces thermonitrificans, Streptococcus sp. NTU-130 e As-
pergillus fumigatus, isolados de composto, foram utilizados na produgéo de biofertili-
zantes que contribuiram para aumento da qualidade do produto usado na agricultura
(Chen et al., 2007). Nessa mesma linha de investigacao, Chang e Yang (2009) reporta-
ram o desenvolvimento de um biofertilizante a base de um consoércio de microrga-
nismos termotolerantes envolvidos na solubilizagao de fosfato. Os microrganismos
que compunham esse biofertilizante produziram diversas enzimas, incluindo lipase,
celulase, amilase, quitinase, pectinase, protease e nitrogenase, que contribuiram para
melhorar a qualidade do biofertilizante.

Ha intiimeros relatos de aplicacoes desses organismos na agricultura, e um grupo
de pesquisa da Embrapa vem, ha anos, monitorando a biodiversidade de bactérias e
fungos e prospectando novas espécies microbianas isoladas de ambientes extremos
para aplicagdes biotecnoldgicas. Diversos trabalhos — possivelmente, as primeiras
pesquisas no Brasil — envolvendo bactérias halofilicas de manguezais foram realiza-
dos na Embrapa Meio Ambiente em conjunto com outras institui¢des, como USP,
Unicamp, Cena/USP e Instituto Butantan, por meio do projeto tematico financiado
pela Fapesp para acessar a biodiversidade dos manguezais do estado de Sao Paulo.
Florestas de mangue sio ecossistemas tropicais e subtropicais situados em zonas cos-
teiras e, portanto, ambientes salinos, onde plantas e microrganismos sao tolerantes a
alta salinidade. Alguns géneros, como a Avicenia, excretam o excesso de sal via glan-
dulas da folha (Figura 16.3).
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Figura 16.3. Eletronmicrografia de varredura da superficie foliar do mangue Avicenia exsudando cristais
de sais.

Novos géneros/espécies de bactérias, incluindo cianobactérias de manguezais,
que foram descritas nesse projeto contribuiram para os estudos da biodiversidade
desse importante ecossistema. Entre os novos géneros de cianobactérias descobertos
estao Phyllonema aviceniicola gen. nov., sp. nov. e Foliisarcina bertiogensis gen. nov., sp.
nov. (Alvarenga et al., 2016), além de uma nova espécie bacteriana, Pseudomonas aestus
sp. nov. (Vasconcellos et al., 2017). Essa nova espécie bacteriana halotolerante, Pseudo-
monas aestus sp. nov., isolada de manguezais, mostrou-se potente solubilizadora de
fosfato, capaz de promover o crescimento de plantas (Vasconcellos et al., 2017, 2021).
Castro et al. (2018) isolaram 115 bactérias endofiticas associadas aos mangues, Rhi-
zophora mangle, Laguncularia racemosa e Avicennia nitida, envolvidas na sintese de acido
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indol acético. Uma dessas linhagens, Enterobacter sp., MCR1.48, foi capaz de aumen-
tar a biomassa da parte aérea da arvore Acacia polyphylla e efetivamente promover
o crescimento. Aqui, percebe-se o grande potencial de microrganismos endofiticos
de manguezais que podem ter aplica¢des na agricultura. Microrganismos endofiticos
também podem ter outras aplica¢des industriais, por produzirem enzimas, proteinas,
antibidticos, corantes e biossurfactantes. Foi com esse interesse que Castro et al. (2014)
isolaram bactérias endofiticas das plantas, Avicenia nitida e Rhizophora mangle, capazes
de produzir protease, endoglucanase, amilase e esterase. Bacillus compreendeu 42%
de todas as bactérias isoladas, que, por sua vez, constituiram o género com maior po-
tencial de produgao de amilase, esterase e endoglucanase. O trabalho de Castro et
al. (2014) vem contribuir para uma melhor compreensao da comunidade endofitica
dos manguezais brasileiros, bem como para prospectar novas espécies com potencial
biotecnolégico.

Florestas de mangue sdo adaptadas a esse ambiente hostil e, provavelmente, isso
limita o desenvolvimento de muitas espécies de plantas vasculares presentes no am-
biente terrestre circunvizinho. Ademais, é possivel que tanto manguezais como a mi-
crobiota associada atuem na inibi¢ao de muitos outros organismos, por produzirem
substancias bioativas.

Os microrganismos, assim como as plantas, também sao capazes de sobreviver a
varias condicoes de estresses abidticos, como estresses hidricos. Nesses casos, a tole-
rancia deve-se a formacao de biofilme, exopolissacarideos, osmdlitos intracelulares,
entre outros (Chaves et al., 2002; Monier; Lindow, 2004). Os exopolissacarideos (EPS)
sao produzidos por uma grande variedade de microrganismos, acumulando-se na su-
perficie das células (Coronado et al., 1996), e seu uso vem sendo associado a um me-
canismo de adapta¢do a uma grande variedade de condi¢es estressantes ambientais,
como solos salinos, variagoes de temperatura e estresse hidrico. A producao de EPS
pelos microrganismos pode auxiliar na sobrevivéncia da planta a determinados tipos
de estresse ambientais, quando inoculadas com microrganismos de interesse. Ashraf
et al. (2004), ao inocular plantulas de trigo com bactérias capazes de produzir EPS,
observaram uma redu¢io na absorcao de sodio, aliviando o estresse salino e, ainda,
promovendo o crescimento da planta.

Ha poucos estudos relacionando os microrganismos existentes em locais aridos e
semiaridos, assim como microrganismos associados a plantas desses ambientes, mas
vem crescendo o interesse por esse tema nos ultimos anos. Nosso grupo de pesquisa
vem desenvolvendo projetos voltados ao desenvolvimento de inoculantes bacterianos
para uso agricola, bem como a descoberta de substancias bioativas a partir de micror-
ganismos extremofilicos da Caatinga. Estresses abidticos, como as secas, normalmen-
te sdo os principais fatores responsaveis por reduzir significativamente rendimentos
de grandes culturas agricolas no mundo. Uma estratégia bastante promissora, pratica
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e rapida para mitigacao dos efeitos da seca é o uso de bactérias simbidticas ou fungos
osmotolerantes obtidos de regides aridas e semiaridas. Recentemente, nosso grupo
isolou rizobactérias associadas a diversas cactaceas do bioma Caatinga, que apresen-
taram o diferencial de promover o crescimento de plantas de milho em condi¢ées de
seca (Kavamura et al. 2013a). Em especial, uma bactéria, identificada como Bacillus
aryabhattai, ainda foi capaz de promover o crescimento de outras plantas em déficit
hidrico (Figura 16.4) e apresentar caracteristicas interessantes para desenvolvimento
de um bioproduto, dado o carater de tolerancia a seca e outras caracteristicas igual-
mente importantes, como sintese de osmdlitos compativeis. Esforcos também tém
sido empregados por nossa equipe para compreender a dinAmica da comunidade mi-
crobiana em solo e rizosfera de mandacaru (Cereus jamacaru) (Kavamura et al., 2013b).
Uma abordagem importante que pode suscitar a recuperagio de areas em processos
de desertificagao seria o replantio dessas areas com plantas endémicas tolerantes aos
estresses abidticos, como as cacticeas, associadas a microrganismos osmotolerantes.
Plantas assim inoculadas podem garantir maior indice de pegamento de mudas em
solos degradados. Costa e Melo (2012) isolaram de palma (Opuntia ficus-indica) bac-
térias capazes de promover o crescimento de feijao-caupi. Essas bactérias, quando
inoculadas em plantas de palma axénicas e plantadas em solos com baixa atividade
de agua, melhoraram o indice de pegamento das plantulas.

Foto: Itamar Melo

Figura 16.4. Plantas de soja inoculadas (a direita) com
uma bactéria osmotolerante e nao inoculadas (a esquer-
da), crescidas com reduzida atividade de agua.
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BIOPROSPECGCAO DE SUBSTANCIAS BIOATIVAS

Os microrganismos produzem valiosas substancias quimicas que sdo extensiva-
mente utilizadas, h4 anos, na agricultura e na pecudria. A versatilidade metabdlica
desses organismos oferece oportunidade para prospec¢do de substancias com ati-
vidade fungicida, bactericida, herbicida, inseticida, algicida, nematicida, antipara-
sitaria e anti-oomiceto (Cantrell et al., 2012). Ainda mais importante, muitos desses
metabdlitos sdo responsaveis por novos mecanismos de a¢do, limitando questoes de
resisténcia aos quimicos utilizados. Entre diversos exemplos de sucesso, destacam-se
bialafos, avermectina e espinosina, produzidos por bactérias pertencentes aos géne-
ros Streptomyces e Saccharopolyspora (Yan et al., 2018). A Figura 16.5 ilustra as estru-
turas desses compostos. O bialafos, também conhecido como glufosinato, quando
metabolizado pela planta, inibe a glutamina sintetase e tem sido empregado como
um herbicida pds-emergéncia nao seletivo, cuja acao bioldgica inspirou a sintese do
glifosato (Saxena; Pandey, 2001). As espinosinas e suas modificagdes semissintéticas
sdo os principais ingredientes ativos de muitos inseticidas comerciais, incluindo Spi-
nosad e Spinetoram, que, efetivamente, podem eliminar pragas agricolas por meio da
hiperexcitagao do sistema nervoso (Thompson et al., 2000). Por sua vez, na década de
1970, a avermectina revolucionou a area de medicina veterinaria, gracas a sua potente
bioatividade contra ectoparasitas e endoparasitas (Jansson; Dybas, 1998). Desse modo,
em 2015, o prémio Nobel de Medicina foi entregue aos cientistas responsaveis pela
descoberta desse importante antiparasitico (Callaway; Cyranoski, 2015).
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Figura 16.5. Estruturas quimicas de produtos naturais microbianos que
sao utilizados como pesticidas. As bioatividades e fontes produtoras estao
destacadas nas respectivas figuras.
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Apesar de diversas descobertas que resumem décadas de ouro na prospeccao de
metabdlitos microbianos, um recente declinio na taxa de descoberta de novos pro-
dutos naturais tem sido reportado (Jones et al., 2017). Contudo, a grande diversida-
de quimica sintetizada por microrganismos inspira o continuo desenvolvimento de
produtos comerciais (Shen, 2015). Novas substancias naturais sao descobertas quando
novas estratégias de selecdo sio apresentadas ou quando novas fontes de diversida-
de sdo examinadas em bioensaios existentes. Assim, é importante reforcar esses dois
aspectos de novidades em programas de bioprospeccio (Cragg; Newman, 2013). A luz
do atual conhecimento, a estratégia de bioprospec¢ao tem sido apoiada em quatro pi-
lares: A) isolamento microbiano seletivo; B) ensaios bioldgicos amplos e sensiveis; C)
maximiza¢ao das condi¢oes de cultivo; e D) combinagdes de estratégias quimicas para
selecdo de compostos. A Figura 16.6 ilustra as etapas de um programa de descoberta
de produtos naturais microbianos para uso na agricultura.
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Figura16.6. Estratégia para continua prospec¢ao de metabdlitos secundarios microbianos. (A) Busca baseada em
observagoes ecofisioldgicas e grupos microbianos raros; (B) painel de células para bioensaios e triagem de alto
desempenho; (C) maximizagao das condigdes de cultivo para ativar genes e ampliar a diversidade de compostos;
(D) extragao, preparo da amostra e técnicas analiticas hifenadas para desreplicagao de extratos microbianos.
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A avaliacdo dos recursos microbianos preservados em cole¢des de culturas é de
suma importancia para descoberta de potencias bioatividades. Entretanto, os progra-
mas de descobertas baseados na busca de moléculas inéditas tém alcancado maior
sucesso ao selecionar linhagens raras prospectadas de nichos auspiciosos e poucos
explorados (Strobel et al., 2004). Tais trabalhos utilizam a estratégia baseada na bus-
ca por novos géneros e espécies que, supostamente, evoluiram para sintetizar vias
metabdlicas tnicas (Challinor; Bode, 2015). Salinosporamida, cianosporasida, halo-
madurones, nocardiamida, actinosporina e paulomicina sdo exemplos de moléculas
inéditas identificadas em estudos de metabolémica de novas espécies microbianas
(Subramani; Sipkema, 2019).

Novos produtos naturais foram identificados a partir de uma variedade de habi-
tats, incluindo microbiomas relacionados as plantas, microbiomas de habitats extre-
mos e aqueles associados aos animais marinhos (Souza, 2016; Cragg; Newman, 2013;
Strobel et al.,, 2004). Esforcos tém sido conduzidos na Embrapa Meio Ambiente, em
Jaguaritina, SP, para isolar bactérias e fungos de habitats extremos; a exemplo do que
fizeram Silva et al. (2018, 2020) e Melo et al. (2016) que isolaram e identificaram com-
postos bioativos de bactérias da rizosfera de uma das duas tnicas plantas que sobrevi-
vem na Antartica, Deschampsia antarctica (Figura 16.7).

Foto: [tamar Melo

Figura 16.7. Deschampsia antarctica, graminea endémica da Peninsula Antértica em pleno crescimento
durante o verdo; planta hospedeira de uma grande diversidade de actinobactérias de onde se isolaram
substancias anticancerigenas (Silva et al., 2020).
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Além disso, fungos endofiticos, isolados do musgo Schistidium antarctici, en-
contrado na Antartica, produziram substancias antioxidantes e antibacterianas,
principalmente contra bactérias patogénicas aos humanos. Particularmente, Mor-
tierella alpina produz, além desses compostos, 6mega 3, tendo os acidos linolénico
e araquiddnico como os principais acidos graxos majoritarios (Melo et al., 2014). Os
fungos endofiticos tém atraido atengao nos tltimos anos, mas pouquissimos foram
isolados de musgos. Em ecossistemas como a Antartica, a distribui¢ao de micror-
ganismos é direcionada a localiza¢ao dos diferentes hospedeiros, como as aves, as
populac¢des de invertebrados e a vegetagao, as quais sao verdadeiras minas para a
prospeccao (Silva et al., 2018).

Microrganismos endofiticos, associados as plantas de ambientes extremos, sao re-
cursos valiosos para a descoberta de novas substancias bioativas. Geralmente, esses
organismos evoluiram no sentido de sintetizar novos compostos, normalmente raros,
que asseguram a sobrevivéncia em condi¢oes extremas. Em regides aridas do globo,
microrganismos simbidticos exercem papel crucial na sobrevivéncia e na manuten-
¢ao de plantas e animais. Visando prospectar fungos endofiticos de plantas medici-
nais de regies semiaridas envolvidos na produgio de substancias anticancerigenas e
antifingicas, Santos et al. (2012) identificaram potentes fungos endofiticos da espécie
medicinal, nativa da Caatinga, Combretum leprosum. Extratos puros do endéfito Asper-
gillus oryzae CFE 108 exibiram forte atividade citotoxica contra sarcoma J775, leucemia,
carcinoma ECV304 e cancer cervical. Nesse contexto, vale destacar que C. leprosum é
uma planta muito utilizada na regido como anti-inflamatério, sedativo, inseticida e
herbicida. Esses resultados mostram a importancia de prospectar novas substancias
bioativas a partir de endéfitos associados as plantas medicinais.

A estratégia de maior sucesso para a prospecc¢ao de metabdlitos esta relacionada a
selecdo de microrganismos que vivem em associagao biolégica com seus hospedeiros.
Muitos produtos naturais tém coevoluido com seus alvos moleculares, apresentando
potentes bioatividade e seletividade, cujos produtores utilizam para restringir o
crescimento de competidores (Yan et al., 2018). Nesse sentido, o efeito alelopatico tem
ganhado cada vez mais atengdo para prospec¢ao de metabdlitos de interesse agricola
(Saxena; Pandey, 2001). A alelopatia tem sido definida como qualquer processo
envolvendo metabdlitos secundarios produzidos por plantas, algas, bactérias e
fungos que influenciam o crescimento e o desenvolvimento de sistemas biologicos e
agricolas (Khalid et al., 2002). Apoiados por tais conceito e estratégia, pesquisadores
tém buscado desenvolver novos bio-herbicidas a base de aleloquimicos, produtos
considerados de alto valor e que ainda nao existem no mercado agricola brasileiro.
Assim, Souza et al. (2017) estudaram a diversidade de microrganismos associados
as esponjas marinhas do arquipélago de Sao Pedro e Sao Paulo que culminaram
no isolamento e identificacdo das substancias, butenolida, dicetopiperazinas,
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acremonidinas e acremoxantonas, que apresentaram atividade fitotoxica (Silva, 2015),
anti-oomiceto (Souza, 2016) e antibacteriana (Martins et al., 2021). Similarmente,
Hoyos (2018), ao investigar linhagens de Actinobacteria isoladas de ecossistemas
de manguezais, Cerrado e Caatinga, detectou a¢do antagbnica contra o patogeno
de plantas Sclerotinia sclerotiorum, e os metabdlitos majoritarios foram identificados
como pertencentes a familia das bafilomicinas. Anteriormente, em estudos do mesmo
grupo de pesquisa, Crevelin et al. (2013) reportaram pela primeira vez a fitotoxicidade
de bafilomicinas produzidas por Streptomyces sp. contra a microalga Chlorella vulgaris.

Atualmente, além de avancar na busca por novas fontes de diversidade micro-
biana em nichos pouco explorados, as pesquisas voltadas a identificagdo de mo-
léculas inéditas tém sido dirigidas para “despertar” genes silenciados no genoma.
Dados do genoma de bactérias e fungos revelam que o potencial genético para
sintetizar novos produtos naturais é imensuravel (Baltz, 2019). Muitos genes e seus
produtos, entretanto, permanecem silenciados no genoma em condi¢ées de cul-
tivo, sem, portanto, serem explorados para a industria agricola. Algumas técnicas
baseadas no cultivo microbiano tém sido implementadas, tais como cultivo misto,
cocultivo, alteragdes nas condi¢des fisico-quimicas de cultivo (uma linhagem mui-
tos compostos, do inglés one strain many compounds — OSMAC) e introdugao de
mutagdes ribossomais em uma tentativa de expressar genes cripticos (Ochi, 2007;
Romano et al., 2018; Liu; Kakeya, 2020). Com essa estratégia, novos compostos tém
sido elucidados, e muitos deles se tornaram protétipos para o desenvolvimento de
importantes fairmacos (Liu et al., 2021).

Com relagdo as estratégias de selecdo de compostos, a prospec¢ao guiada pela
bioatividade tem sido o método mais empregado. Embora essa abordagem tenha ren-
dido a identificagdo de novas estruturas quimicas, ela falha ao analisar apenas uma
parte do potencial quimico de um extrato biolégico (Ito; Masubuchi, 2014). Para su-
perar essa falha, pesquisadores tém utilizado um painel de células e bioensaios cada
vez mais extensos. Como consequéncia, antibidticos pertencentes as mais diversas
classes quimicas tém sido descobertos (Subramani; Sipkema, 2019). Entretanto, essa
técnica demanda muita mao de obra para realizacdo dos bioensaios e processos de
purificacdo e analise quimica. Com o auxilio de métodos combinados de analise qui-
mica associados a um sistema robotizado, robusto e com alta sensitividade, tal como
a estratégia de triagem de alto desempenho (high-throughput screening — HTS), novas
substancias bioativas de interesse agricola devem ser descobertas em um menor pra-
zo. Também, inovagdes em estratégias de desreplicacao de extratos microbianos e o
uso de tecnologias analiticas emergentes podem eliminar a redescoberta de meta-
bélitos ja conhecidos, ampliando as possibilidades para a elucidacao de moléculas
inéditas (Ito; Masubuchi, 2014).
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BIOPROSPECCAO BASEADA NO GENOMA

Como mencionado anteriormente, a taxa de descoberta de novos produtos bioa-
tivos tem sofrido uma redugdo nas duas tltimas décadas, sobretudo em fung¢ao dos
frequentes isolamentos dos mesmos compostos outrora ja elucidados, bem como do
isolamento das mesmas espécies/géneros de microrganismos ja identificadas. No en-
tanto, com os avancos das pesquisas sobre sequenciamentos de genomas, os pesquisa-
dores voltaram-se novamente as buscas de novos metabdlitos secundarios.

O genoma é o conjunto de genes de um organismo. Sua organizagao é diferencia-
da entre procariotos e eucariotos. Em procariotos, o genoma, na maioria das espécies,
apresenta-se em forma circular (sdo poucos os procariontes que tém genoma line-
ar), com apenas um cromossomo, e encontra-se livre no citoplasma. Ja os eucariotos
apresentam o genoma linear com multiplos cromossomos envoltos pela membrana
nuclear formando o niicleo (Madigan et al., 2015). A bioprospecg¢ao baseada no geno-
ma tem oferecido uma significativa contribuicdo a descoberta de novas substancias
bioativas. Essa prospecgao, mais conhecida como mineracao, envolve a identificacao
de clusters génicos biossintéticos previamente nao caracterizados no genoma daquele
organismo sequenciado, analise das sequéncias de substancias que codificam para
esses clusters e identifica¢do dos produtos dos clusters génicos (Trivella; Felicio, 2018).

Para a andlise inicial de um genoma, é necesséario realizar sua extragio e, em se-
guida, seu sequenciamento. As plataformas Illumina e Ion Torrent conseguem gerar
milhares de dados de sequenciamento genético com tamanho de fragmentos geral-
mente menores que outros analisadores. As plataformas PacBio e MinION, por exem-
plo, sdo capazes de gerar dados de DNA em longos fragmentos (Madigan et al., 2015),
situagdo que é ideal para analise de genomas, sobretudo para a estratégia de minera-
¢ao de agrupamentos de genes biossintéticos.

Assim, a medida que os genomas de muitas espécies tém sido sequenciados, vém
aumentando as chances de descobrir novas substancias bioativas de importancia bio-
tecnoldgica, pois se tém identificado novos clusters génicos que codificam a biossin-
tese de produtos naturais. Os genomas microbianos contém multiplos clusters para
a biossintese de compostos raros, e a maioria dos genes permanecem silenciados,
evitando, dessa maneira, que as respectivas substancias sejam descobertas. Em geral,
esses genes nao sao expressos em condi¢des de laboratério. O sequenciamento do ge-
noma de Streptomyces coelicolor A3(2) (Bentley et al., 2002), h4 duas décadas, por exem-
plo, revelou o grande potencial dessa espécie em sintetizar uma série de compostos
ainda nao detectados pelos métodos de cultivo tradicionais. Outra espécie que teve
seu genoma sequenciado e que, a partir das anélises, teve novos metabdlitos secunda-
rios descobertos foi S. avermetillis. Demonstrou-se que essas duas espécies tém no mi-
nimo 20 clusters génicos biossintéticos cada uma, e a maioria deles ndo estio ligados
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aos compostos outrora ja descobertos nas tltimas duas décadas. Exemplos de novos
compostos bioativos acessados por abordagem gendmica incluem estambomicina,
produzida por S. ambofaciens com atividade citotoxica (Laureti et al., 2011); orfamida,
um lipopeptideo ciclico produzido por Pseudomonas fluorescens (Gross et al., 2007); o
sideréforo coelichelina de S. coelicolor (Challis; Ravel, 2000); e o peptideo catenulipep-
tina de Catenulispora acidiphila (Wang; van der Donk, 2012). A abordagem computacio-
nal para efetiva predi¢ao de agrupamentos génicos e consequente expressao heteré-
loga tem provado ser uma técnica robusta para explorar novas substincias quimicas
que sao de grande interesse para a humanidade. Essas novas estruturas quimicas tém
o potencial de inspirar o continuo desenvolvimento de novas drogas, por exemplo, em
uma posterior estratégia quimica combinatéria. Também, na era genoémica, técnicas
de biologia sintética, associadas as ferramentas de bioinformatica e inteligéncia artifi-
cial, devem acelerar a anotac¢io de genes, a predi¢do da estrutura do produto natural
e a descoberta de efetivas novas drogas para uso na agricultura (Prihoda et al., 2021).

METAGENCA)MIC~A FUNCIONAL COMO FONTE DE
BIOPROSPECCAO

Os microrganismos isolados do solo pertencem, principalmente, aos filos Proteo-
bacteria, Actinobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes, visto que sdo grupos facilmente
recuperados a partir de métodos tradicionais de cultivo. No entanto, uma imagem
mais completa do mundo microbiano pode ser obtida com o advento de ferramen-
tas moleculares, revelando uma grande diversidade bioldgica ainda desconhecida
e inexplorada (Handelsman et al., 2004). O acesso a essa maquinaria biossintética
oculta abre possibilidade para novas descobertas e aplica¢des biotecnoldgicas. Nessa
perspectiva, a metagendmica, ferramenta que permite a analise gendmica das comu-
nidades microbianas de determinado nicho ecoldgico sem necessidade de cultivar
espécies individuais (Handelsman et al., 1998), surge como uma poderosa ferramenta
de prospec¢iao. Com essa técnica, é possivel caracterizar comunidades bacterianas
complexas em seus ambientes naturais, além de descobrir novos genes e compostos
bioativos a partir da microbiota ainda nao cultivavel (Lacerda Junior et al., 2017, 2019;
Ofaim et al., 2017; Prayogo, et al., 2020).

A metagenomica funcional envolve isolamento do DNA de uma amostra ambien-
tal, construgao da biblioteca de clones (fragmentos de DNA recombinante) e triagem
para determinada fun¢ao de interesse por meio da expressao heteréloga por hospe-
deiro de facil cultivo (Figura 16.8). Em geral, a triagem de bibliotecas metagen6micas
baseia-se na atividade bioldgica (abordagem orientada por func¢do) ou na sequéncia
de nucleotideos (abordagem orientada por sequéncia de DNA). Na triagem baseada
na fungio, os clones metagendmicos sao cultivados em meios suplementados com




Agricultura & Meio Ambiente: A busca pela sustentabilidade

substratos especificos e corantes (croméforos) indicadores, sendo a conversdo catali-
tica revelada pela formagao de um halo claro ou colorido em torno da colénia. Varios
parametros sao importantes para uma triagem bem-sucedida, como a abundancia do
gene na biblioteca, o tamanho médio dos insertos, o uso de organismo hospedeiro
capaz de expressar o gene-alvo e o método de ensaio (Ngara; Zhang, 2018).
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Figura 16.8. Etapas envolvidas na montagem de bibliotecas metagen6micas e estratégias de triagem de com-
postos bioativos baseadas na (A) atividade bioldgica e (B) na similaridade de sequéncia do inserto de DNA.

Ao empregar o método mais adequado ou a combinacao de varios métodos, é
possivel acessar o rico e diverso reservatorio genético inexplorado das comunidades
microbianas, sem necessidade de cultivar espécies individuais. O uso dessa aborda-
gem genética ja levou a identificacdo de novas enzimas e substincias bioativas com
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potencial de uso em diversos setores industriais (Prayogo, et al., 2020). Na agricultura,
o emprego dessa tecnologia pode desempenhar um importante papel na busca de
novos agroquimicos naturais de origem microbiana, como alternativas aos produtos
quimicos sintéticos. Por exemplo, substincias naturais com atividade antiftingica de-
rivadas do metabolismo de microrganismos ainda nao cultivados podem apresentar
diferentes modos de a¢do bioquimica, burlando mecanismos de resisténcia dos pat6-
genos aos fungicidas sintéticos (Santana-Pereira et al., 2020).

As bibliotecas metagendmicas construidas a partir de DNA isolado do solo po-
dem armazenar um grande repertério de clusters génicos biossintéticos originados
da fragdo nao cultivada de microrganismos, que codificam compostos naturais com
novos mecanismos de a¢ao antagonistas contra fitopatogenos (Santana-Pereira et al.,
2020). Um clone metagenomico oriundo do solo de floresta foi detectado por meio da
producao de um composto antifiingico da classe dos policetideos. Embora a substan-
cia ndo tenha sido identificada, a caracterizagdo molecular revelou a presenca de um
novo agrupamento génico (Chung et al., 2008). Um peptideo antifingico, MMGP1,
com propriedade de penetragao direta na célula, foi recentemente identificado em
metagenoma marinho. O peptideo apresentou atividade proteolitica in vitro, que
pode estar associada a sua atividade antifingica. O peptideo ndo mostrou similarida-
de com nenhuma sequéncia de peptideo antimicrobiano existente no banco de dados
(Pushpanathan et al., 2013).

Nesse mesmo contexto, a busca por quitinases a partir de bibliotecas metageno-
micas vem ganhando destaque no controle de pragas agricolas, apresentando tanto
atividade inseticida como fungicida (Berini et al.,, 2019). Essas enzimas podem ser
utilizadas individualmente, bem como em combinagio com pesticidas quimicos ou
outros biopesticidas, reduzindo o impacto ambiental e/ou aumentando sua eficicia.
Duas quitinases de origem metagenomica recentemente descobertas (Chii8HS e
53D1) afetam, in vitro, a estrutura de Bombyx mori, inseto-modelo entre os lepidopte-
ros. Entretanto, apenas 53D1 afetou o crescimento e o desenvolvimento da larva com
administracdo oral, induzindo mortalidade e reducao de peso das pupas. Os resul-
tados in vivo demonstram um potencial promissor da quitinase 53D1 como proteina
inseticida. Por outro lado, a Chii8H8, encontrada em metagenoma de um solo su-
pressivo, também apresentou atividade antifiingica contra os fungos fitopatogénicos
Fusarium graminearum e Rhizoctonia solani (Hjort et al., 2014; Berini et al., 2017).

A toxoflavina, uma fitotoxina sintetizada por patégenos bacterianos como Burkhol-
deria glumae e Burkholderia gladioli, é um dos principais fatores de viruléncia associado
a doengas no arroz, responsavel por graves perdas em plantagdes ao redor do mun-
do (Nandakumar et al., 2009; Ham et al., 2011). Atualmente, nenhuma variedade com
resisténcia completa a mancha bacteriana esta disponivel, e o surgimento de cepas
bacterianas resistentes ao acido oxolinico, principal método de controle, alerta para a
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necessidade de novos tratamentos. Uma nova enzima, TxeA, descoberta por meio
do screening de bibliotecas metagenémicas, é capaz de degradar a toxoflavina, atu-
ando como uma estratégia de antiviruléncia no controle de doencas causadas pela
toxina (Choi et al., 2018).

Além da degradacao de fitotoxinas bacterianas, enzimas derivadas de bibliotecas
metagenOmicas também podem ser utilizadas no processo de biorremediacao de
compostos xenobidticos. Recentemente, uma nova dioxigenase foi minerada a par-
tir do metagenoma de solo agricola contaminado, com potencial para degradagao de
pesticidas (Sharma et al., 2020). A atividade catalitica dessas enzimas pode ser utili-
zada como estratégia de biorremediagdo em ambientes contaminados com pesticidas
quimicos amplamente utilizados na agricultura, que apresentam ampla toxicidade e
acumulo nos ecossistemas (Kumar et al., 2019).

O fé6sforo (P) é um dos macronutrientes essenciais para o crescimento e desen-
volvimento vegetal. Entretanto, o fitato (PA), maior forma de P no solo, ndo é facil-
mente absorvido pelas raizes das plantas. Assim, as fitases, enzimas produzidas por
uma gama de microrganismos do solo, decompdem o fitato, disponibilizando Pi as-
similavel. Diante do cenério de esgotamento de P, as fitases destacam-se como fer-
ramentas poderosas para nutricao vegetal e aumento da produtividade agricola. As
fitases comerciais, com poucas exce¢oes, sao derivadas de microrganismos cultivados
(Haefner et al., 2005). Na maioria dos casos, fitases fiingicas ou bacterianas podem
ser aplicadas diretamente como fator de crescimento ou superexpressas em plantas
transgénicas (Idriss et al., 2002; Bilyeu et al., 2008; Belgaroui et al., 2014). Do ponto de
vista industrial e ambiental, a busca por fitases produzidas pela fragao nao cultivada
de microrganismos por meio de técnicas independentes de cultivo (isto é, triagem de
bibliotecas metagendmicas) apresenta grande potencial para descoberta de novas en-
zimas com caracteristicas vantajosas. Embora ainda pouco explorado, o rastreamento
de bibliotecas metagenémicas tem permitido a descoberta de novas fitases ocultas
na fra¢ao nao cultivada do solo. Algumas delas sdo novos tipos ou subtipos de fitases,
apresentando dominios cataliticos nunca descritos (Castillo Villamizar et al., 2019) e
alta resisténcia a amplas faixas de temperaturas (Tan et al., 2016). Essas descobertas
podem ajudar na aplicacdo de biocatalisadores mais eficientes, com potencial na re-
solucao de problemas futuros relacionados com a escassez de P na agricultura.

COLECOES DE MICRORGANISMOS COMO FONTE PARA
BIOPROSPECCAO

Colegoes de microrganismos, ou bancos de recursos microbianos, sao repositorios
da biodiversidade mantidos ex situ em diferentes métodos de conservacao de longo
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prazo, a fim de assegurar a viabilidade e a estabilidade genética de microrganismos,
garantindo material bioldgico de alta qualidade para uso em pesquisa e ensino, além
de viabilizar o uso sustentavel dos recursos microbianos, os quais sido de extrema im-
portancia para o desenvolvimento econémico.

As cole¢bes atuam como um backup de parte da diversidade de alguns habitats/
hotspots da biosfera, sendo responsavel pela preservacao da diversidade genética.
Tem papel preponderante na distribuicdo de linhagens-tipo (linhagens de referén-
cia), na manutencao de estudos taxonoémicos e na descoberta de novas substancias
de importancia farmacéutica, agricola e industrial por meio da prospeccdo de li-
nhagens superiores.

Muitas cole¢oes tém em seus acervos grande parte da diversidade microbiana de
alguns ambientes e guardam verdadeiros tesouros na forma de bioprodutos e/ou de
novas substancias bioativas. Por exemplo, a Cole¢ao de Microrganismos de Impor-
tancia Agricola e Ambiental (CMAA), da Embrapa Meio Ambiente, conta com um
acervo de fungos, arqueias e bactérias, incluindo cianobactérias e actinobactérias
de diversos ecossistemas brasileiros e da Antartica, possibilitando a bioprospecg¢ao
de microrganismos de ambientes de dificil acesso e que exigiriam grandes esforcos
de amostragem.

Algumas cole¢des geralmente tém a funcio principal de conservagio de orga-
nismos especificos, como fungos entomopatogénicos, bactérias patogénicas aos hu-
manos, leveduras para industria de vinhos, cianobactérias e arqueias. Outras sao
consideradas cole¢des teméticas, sendo especializadas em organismos de determina-
dos habitats/ecossistemas, a exemplo das cole¢oes de microrganismos termofilicos,
psicrofilicos, halofilicos ou daquelas que mantém grupos particulares de microrga-
nismos envolvidos na biorremediacdo de poluentes ou produtores de enzimas. Ha
colecdes que estudam géneros/espécies especificas e, portanto, preservam espécies
de interesse para a agroindustria, como é o caso da cole¢ao de Bradhyrhizobium sp., da
Embrapa Soja, e da colec¢ao de Bacillus thuringiensis, da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia.

Muitos agentes de biocontrole e biofertilizantes, bem como substancias bioativas,
foram descobertos por meio da exploracdo em cole¢des de microrganismos. Estudos
relatam a importancia das cole¢des tanto para a manutencio da biodiversidade quan-
to para a promo¢ao do desenvolvimento cientifico e tecnoldgico. Diaz-Rodriguez et
al. (2021) descrevem o papel das cole¢des microbianas para garantir a seguranca ali-
mentar mundial por meio do desenvolvimento biotecnolégico do setor agricola. A
explora¢ao de microrganismos mantidos nas cole¢des de cultura é crucial para o de-
senvolvimento de tecnologias que levam ao aumento da produtividade, como melho-
ra na fertilidade do solo, promogao de crescimento de plantas e controle bioldgico de
pragas, além de contribuir para a redu¢ao de impactos, tornando as praticas agricolas
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mais sustentaveis (May et al., 2021; Murad et al., 2006; Hou; Johnston, 1992). Do mesmo
modo, a diversidade microbiana assegurada nas cole¢oes pode levar a descoberta de
moléculas com atividades antimicrobianas, antioxidantes e antitumorais de interesse
médico e farmacéutico (Andrade et al., 2018; Thomas et al., 2011). Um screening rea-
lizado a partir de 72 isolados provenientes da CMAA, da Embrapa Meio Ambiente,
coletados na Antartica, identificou a0 menos trés cepas com atividade antitumoral
(Silva et al., 2020). Similarmente, no Brasil, muitos estudos obtiveram sucesso ao pros-
pectar valiosas moléculas para aplicagdo em diversos setores da industria. Por exem-
plo, enzimas lignoceluloliticas, em especial aquelas que suportam atividade em altas
temperaturas e em condi¢des acidas, foram descobertas apos estratégias de screening
de microrganismos depositados nas cole¢oes de culturas mantidas por universida-
des e centros de pesquisa (Valencia; Chambergo, 2013). Essas enzimas alavancaram o
setor de biocombustiveis, sobretudo a industria do etanol de segunda geracao, e tém
o potencial para serem exploradas em plataformas de biorrefinaria. Além disso, uni-
versidades e centros nacionais de pesquisa exercem papel fundamental no processo
de coleta e preservacio do patriménio genético brasileiro, em que microrganismos
podem ser explorados para solucionar questdes ambientais, agricolas e de satde ani-
mal e humana.

Em um cenério ideal, além da preservacao de células microbianas vivas, as cole-
¢oes poderiam preservar o DNA genémico e o extrato bruto contendo os metabélitos
secundarios. Sabe-se que a extracio de DNA gendmico é uma rotina em coleg¢des de
microrganismos, em virtude da identificagdo molecular de linhagens de referéncia.
Também, é de amplo conhecimento que os custos para obter genomas completos se
tornaram financeiramente mais acessiveis e que ferramentas de bioinformatica po-
dem ser aplicadas para acelerar a descoberta de valiosas substancias quimicas. Igual-
mente, com o advento de tecnologias robotizadas e screening de alto desempenho, as
bibliotecas de extratos microbianos potencializam as possibilidades de descobertas,
perfazendo testes bioldgicos em um método mais rapido e eficaz.

O amplo acervo de bactérias mantido na CMAA tem sido objeto de estudo para
aqueles interessados em buscar linhagens antagonistas, produtoras de substancias
bioativas, capazes de controlar pragas e doencas de plantas cultivadas ou promover
seu crescimento. Assim, Vasconcellos et al. (2017, 2021) encontraram uma nova bac-
téria halotolerante, descrita como Pseudomonas aestus, capaz de solubilizar fosfato e
promover o crescimento de plantas. Também, apds procedimentos de screening e iso-
lamento bioguiado, uma linhagem de actinobactéria mostrou potente bioatividade
contra Xanthomonas citri subsp. citri, o agente causal do cancro citrico, sendo que a ati-
vidade antimicrobiana foi determinada para o antibiético lisolipina (Rodrigues et al.,
2018). Nesse contexto, portanto, as cole¢des de culturas podem e devem ser exploradas
como fontes de bioprospec¢ido microbiana na busca por linhagens potencialmente
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uteis aos diversos setores econdmicos e industriais, uma vez que tém acervos de alto
valor e potencial biotecnoldgico muitas vezes ainda inexplorado.

CONSIDERAGOES FINAIS

A agricultura tem se desenvolvido de modo que, atualmente, representa um dos
principais pilares da economia brasileira, tendo experimentado uma tremenda revo-
lugao nas praticas de manejo do solo e de pragas, a fim de torna-la menos dependente
de agrotdxicos e de fertilizantes quimicos. Nesse sentido, o futuro da agricultura, sem
duavida, devera priorizar o uso de insumos biolégicos, principalmente aqueles envol-
vidos na promogao do crescimento de plantas e, consequentemente, no aumento de
produtividade, bem como novos biopesticidas multifuncionais.

Considerando que o planeta Terra conta com aproximadamente I trilhao de mi-
crorganismos e que cerca de 99,99% ainda nao foram descritos, percebe-se, entao, que
ha muito a ser descoberto. Dai a busca por novos organismos funcionais para uso
na agricultura. Esse tesouro microbiano produz, potencialmente, uma infinidade de
substancias naturais que podem ser diretamente aplicadas para auxiliar em progra-
mas de controle integrado de pragas. No entanto, apenas uma pequena fragao cultiva-
vel é avaliada e, dessa fragao, valiosos metabdlitos ainda deixam de ser analisados, tais
como os compostos organicos volateis que tém sido ignorados em muitos estudos. Por
questdes de seguranca, visando reduzir o uso intensivo de agroquimicos sintéticos,
ha uma urgente necessidade de novos produtos naturais com novos mecanismos de
acao e acompanhados por esfor¢os em reduzir os custos de sua producao. Portanto, as
estratégias de bioprospec¢io voltadas a exploragao da biodiversidade encontrada em
diferentes habitats e a busca por moléculas inéditas sdo importantes para suprir a ne-
cessidade de um mercado de bioinsumos que esta cada vez mais crescente e exigente.

Ademais, em razao da agao antrdpica e dos desafios de cendrios futuros de escas-
sez hidrica e aumento da temperatura global, as pesquisas devem ser dirigidas a bio-
prospeccao de microrganismos em ambientes ainda inexplorados, visando tolerancia
aos estresses abidticos, como secas, salinidade e temperaturas, como também a busca
por biomoléculas com novos mecanismos de a¢ao. Uma interessante estratégia para
incrementar a eficiéncia de um agente de biocontrole é proceder ao manejo das con-
di¢oes ambientais no sentido de favorecer o antagonista. A adi¢ao de nutrientes, por
exemplo, pode melhorar a capacidade de multiplicagio de propagulos e de colonizar
a rizosfera ou filosfera. Sabe-se, pois, que uma estratégia de bioprospec¢iao malfeita
leva, quase sempre, ao insucesso comercial. Portanto, é imprescindivel que a explo-
racdo da biodiversidade nacional seja acompanhada das necessidades da industria,
para salvaguardar o enorme potencial da bioeconomia, visando a sustentabilidade
dos agroecossistemas.
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