MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE

IBAMA -INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS
NATURAIS RENOVAVEIS

INTRODUCAO INTENCIONAL DE MICRORGANISMOS EXOTICOSEM
TERRITORIO NACIONAL PARA UTILIZAGCAO COMO AGROTOXICOS
BIOLOGICOS OU BIORREMEDIADORES

Consultora: Aline Daniela Lopes Julio

Setembro/2019



INDICE

PRODUTO Il - DOCUMENTO TECNICO COM INFORMAGCOES CIENTIFICAS
SOBRE MICRORGANISMOS E OS PO§SiVEI$ IMPACTOS AMBIENTAIS
DECORRENTES DA SUA INTRODUCAO ALEM DE METODOLOGIAS E

PROTOCOLOS DE AVALIAQAO DE RISCO ..o 2
I1.1 Definicdes e discussdo sobre o conceito de espécie microbiana e espécie

microbiana exdtica, com base em informagdes cientificas. .......c..coovevevereiieniiiciseenn 3
11.1.1 Definigdes e discussdo sobre o conceito de espécie microbiana...........c.ccceeevereerennen. 3
11.1.2 Definicdes e discussdo sobre o conceito de espécie microbiana exdtica................... 5

I1.2 Levantamento e discusséo de procedimentos e metodologias para a identificacdo
de microrganismos a0 NIVEl de ESPECIE.......ccviieiiereeie et 7

11.3 Levantamento e discussdo de critérios e requisitos para a comprovacédo da
ocorréncia natural de MiCrorganiSMOS. .......cccuerueeieieereeieseeseereesee e ee e sreesaesreesreeee e 13

I1.5 Levantamento, selecdo e analise, com base em material técnico e cientifico, de
protocolos e metodologias de avaliacdo de risco ambiental para controle da introdugéo

no ambiente de microrganismos, ndo necessariamente exaéticos, incluindo seus usos

como agentes de controle bioldgico de pragas e doencas de plantas e

DIOITEMEAIAUOIES. ... ettt ettt nbe e nees 19

11.6 Identificacdo de especialistas, no Brasil e no exterior, capazes de contribuir para a
avaliacdo de risco ambiental da introducdo de microrganismos exoticos e em assuntos
relacionados @ BSSE TEIMA. .....ciuieieeeiierieie ettt st ste e teeseesreeteeneesreenneeneenres 22

R BT EINCIAS. ... eee e oottt e ettt e e e e e e e e ettt e e e e e e e ee e ereeaeeaeaan 31



PRODUTO Il - DOCUMENTO TECNICO COM INFORMAGCOES
CIENTIFICAS SOBRE MICRORGANISMOS E OS POSSIVEIS IMPACTOS
AMBIENTAIS DECORRENTES DA SUA INTRODUCAO ALEM DE
METODOLOGIAS E PROTOCOLOS DE AVALIACAO DE RISCO



1.1 DefinicGes e discussdo sobre o conceito de espécie microbiana e espécie

microbiana exdtica, com base em informagcdes cientificas.

11.1.1 Definices e discussdo sobre o conceito de espécie microbiana

O nivel taxonémico de espécie consiste na unidade basica da diversidade bioldgica e foi
definido por Mayr (1970) como um grupo de organismos que possuem origem monofilética e
caracteristicas em comum que os permitem realizar cruzamento com consequente geragdo de
descendentes férteis. Com base nesse conceito, a capacidade adaptativa ao longo da evolucao
de uma espécie é mantida por cruzamento (trocas génicas) intraespecifica . Mesmo sendo um
conceito mais antigo, ele ainda é valido atualmente, apesar disso outros autores também
propuseram alternativas para o conceito de espécie. Queiroz (2007) revisou esses principais
conceitos, entretanto os mesmos se diferem principalmente no enfoque dado por cada autor,
podendo ser ecologico, filogenético, evolucionario, monofilético, genealdgico, dentre outros.
Por exemplo, no conceito ecoldgico de espécie considera-se a espécie como uma linhagem (ou
linhagens intimamente relacionadas) que ocupa uma zona adaptativa ou nicho diferente de
outras linhagens e evolui separadamente de todas as linhagens fora de seu alcance (Van Valen,
1976). Contudo, de acordo com Queiroz (2007), todos esses enfoques de conceito de espécie
apresentam uma idéia geral de que as espécies sdo como linhagens de metapopulagdes que
evoluem de forma separada.

Outro fator importante € que a maioria desses conceitos consideram caracteristicas
relacionadas aos macrorganismos, mas quando se trata dos microrganismos, tais conceitos nao
se adequam na integra, tanto por causa da alta densidade das populacfes microbianas
comparadas aos macrorganismos, quanto devido aos diferentes padrdes microbianos de
reproducdo. Além disso, as dificuldades de quantificar ou diferenciar as caracteristicas
morfoldgicas de alguns microrganismos e a alta frequéncia de transferéncia horizontal de genes
sdo fatores que aumentam o desafio de conceituar as espécies microbianas (Hanage et al.,
2005).

Para os fungos, embora sejam organismos eucariotos, o fato de apresentarem dois
estagios em seu ciclo de vida tem dificultado a determinacdo das caracteristicas que definem
uma dada especie devido as caracteristicas morfologicas muito distintas entre esses ciclos,
sendo um padrdo morfoldgico na forma sexual/teleomdfica e outro na forma
assexual/anamdrfica. Além disso, os fungos s@o capazes de realizar interacdes intraespecificas

que podem originar novas variantes dentro de uma mesma espécie (Ramsdale, 1999) podendo



ser chamadas de racas. Sendo assim, muitas tentativas de definicdo de espécie para os fungos
tém sido feitas (Kurtzman & Robnett, 1997; Shin et al., 2003; Gibas et al, 2004). Mais
recentemente, a Comissdo Internacional de Taxonomia de Fungos definiu que uma espécie
fangica deve ser definida com base em caracteres fenotipicos, nicho ecoldgico, morfologia,
fisiologia e marcadores moleculares. Para alguns géneros ainda deve-se analisar o perfil
bioquimico de extrolitos produzidos (Sharma et al., 2015).

No caso dos procariotos, existem maiores discordancias ainda sobre como esta unidade
pode ser definida, mas existem varios trabalhos que buscaram fazer essa discussdo. Por
exemplo, 0 conceito de espécie para os procariotos foi definido por Rossellé-Mora& Amann
(2001) como um agrupamento monofilético e genomicamente coerente de organismos
individuais que mostram um alto grau de similaridade geral com relacdo a muitas
caracteristicas independentes e € diagnosticavel por uma propriedade fenotipica discriminativa.
Para Cohan (2002), as espécies bacterianas devem ser definidas a partir dos ecotipos, que sdo
populacbes de organismos que ocupam o mesmo nicho ecologico e apresentam divergéncia
eliminada pela selecdo natural. Esses ecoOtipos sdo acessados mediante 0 uso de abordagens
baseadas em sequéncias de marcadores moleculares universais. A espécie de procarioto pode
ser definida ainda como um grupo de isolados testados por métodos padronizados que
apresentam coeréncia genémica, compartilhando entre si um alto grau de similaridade para
caracteristicas independentes, o seja, que sdo encontrada apenas naquele grupo de linhagens de
uma mesma espécie e ndo, necessariamente, em outras espécies (Stackebrandt et al., 2002).
Outra questdo importante é o uso do conceito de procariotos tanto para para Bactéria quanto
Archaea. De fato foi realizada uma consulta na pagina do Comité Internacional de Sistematica
de Procariontes e ndo foi encontrada uma definicdo formal e recente para os procariotos que
separasse 0 conceito de espécie de bactéria do conceito de espécie de arqueas.

Nos ultimos anos, os taxonomistas tém definido as espécies bacterianas baseando-se em
caracteres genéticos e expressos que garantam cepas monofiléticas e com elevada coeréncia,
tanto gendmica quanto fenotipica (Rossell6-Mdra & Amann, 2015). Essa definicdo surgiu
mediante o uso da abordagem polifésica para identificacdo bacteriana (Gevers et al., 2006). Na
abordagem polifésica, busca-se obter um consenso da classificagdo de espécie através da
analise de varios métodos, sendo eles relacionados as caracteristicas fenotipicas, genotipicas e
monofiléticas (Rossell6-Mora & Amann, 2015). Entretanto segundo esses autores, para o
futuro, o conceito de espécies de organismos procariotos devera incluir, obrigatoriamente, o
sequenciamento do genoma com alta qualidade de no mimimo espécies tipo/referéncia dado ao
avanco das novas tecnologias de sequenciamento de nova geragdo que tem permitido gerar

dados com alta produtividade.
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Com relacdo aos virus, o conceito de espécie foi definido pelo Comité Internacional de
Taxonomia de Virus em 1991 como uma classe politética de virus que constitui uma linhagem
replicante e ocupa um nicho ecoldgico especifico. Essa caracteristica politética significa que
para discriminar as especies ndo se pode eleger apenas uma caractefistica, mas devem ser
utilizadas varias caracteristicas como padrdes do genoma, presenca de reacdes cruzadas
antigénicas, faixa e reagdes do hospedeiro, tropismo tecidual, tipo de vetor e via de transmissao
(Van Regenmortel, 1992). Para os virus de RNA que se replicam sem mecanismos de reparo e
por isso apresentam frequéncia de mutagdo na ordem de 10% a 10°, o conceito de quase-espécies
foi proposto, dado o elevado nimero de mutantes gerados (Domingo et al., 1995). As
classificacOes de espécies virais mais atuais se baseiam na similaridade de sequéncia com
pontos de corte definidos de acordo comcada clado viral (Simmonds, 2015). Além disso, para
os dados de metagenémica viral, como ndo se tem as informacdes a respeito dos possiveis
hospedeiros ou caracteristicas das particulas do virion, essa classificagdo baseada no genoma é
utilizada (Simmonds et al., 2017).

11.1.2 Definices e discussdo sobre o conceito de espécie microbiana exética

A respeito do conceito de espécie exdtica, um conceito bastante generalista é proposto por
Montgomery (2011) no qual a espécie exdtica ou ndo nativa ocorre quando a espécie nao é
nativa de um lugar e vive fora de sua gama de distribuicdo nativa, visto que chegou & por
atividade humana, acidental ou deliberada, podendo ser referida como espécie introduzida,
alienigena, exdtica, ndo nativa e espécie ndo indigena, que sdo termos intercambiaveis. Para
Coblentz (1990) também os organismos exoticos sdo organismos ndo nativos de um
ecossistema, nos quais foram introduzidos como resultado da atividade humana. Tais
organismos podem ser planta, animal, ou microrganismo e as principais preocupac¢des em torno
desses organismos giram em torno do fato deles serem capazes de deslocar espécies nativas
através de competicdo, extirpar espécies nativas através da predacdo ou causando doenca, e
reduzir a biodiversidade através da degradacdo do habitat, aumento da erosao, e talvez efeitos
sobre a reciclagem de nutrientes.

Adicionalmente, o termo espécie exotica geralmente esta implicito na definicdo de
espécie invasora, uma vez que espécies invasoras sdo ndo nativas, que foram introduzidas pelo
homem e que podem causar prejuizos aos ecossistemas e economias locais (Hettinger, 2012).
As invasdes bioldgicas, portanto, ocorrem mediante o transporte de uma espécie nativa de uma

regiao para outra regido em que essa espécie ndo € nativa, sendo que estas regides geralmente



estdo separadas por barreiras geograficas (oceanos, montanhas) e apos a introducdo a espécie
ndo nativa/exotica se torna exageradamente abundante (Williamson, 1996).

Algumas outras defini¢cGes para organismos exoticos foram encontradas em diferentes
trabalhos mas, em geral, sdo redundantes e de certa forma, retomam 0s conceitos e principais
idéias ja apresentados, com apenas algumas varidveis. Segundo De Silva (1989), o termo
exotico(s) e introducdo (s), por exemplo, sdo termos usados como sinénimos para definir a
transferéncia de organismos de um pais para outro. Sala e colaboradores (2000) consideram
organismos exaticos apenas como organismos que foram introduzido em um ambiente que nédo
€ o0 seu ambiente natural. Blackburn e colaboradores (2014) definem espécies
alienigenas/exoticas como espécies movidas pela atividade humana além dos limites de sua
faixa nativa, para areas onde ndo ocorrem naturalmente. Assim, segundo Vitule & Prodocimo
(2012) pode-se afirmar que além dos termos espécie introduzida, espécie exotica, espécie nao
nativa, espécie aléctone e variantes poderem ser consideradas sindbnimos, denotam de forma
generalizada e simplificada: “toda e qualquer espécie transportada pelo ser humano e solta,
intencional ou acidentalmente, fora de sua area de distribuicdo e ocorréncia natural (FAO,
2006).

Mais recentemente Sagoff (2018), menciona a dificuldade ou até mesmo
impossibilidade de apresentar um conceito cientifico de espécies exdticas que seja consenso
entre 0s pesquisadores, 0 que leva justamente ao uso desses conceitos vagos e generalistas.
Neste trabalho discute-se, ainda, o fato de que alguns pesquisadores defendem que a distin¢ao
entre espécies nativas e ndo nativas possa ser baseada em fatores geograficos e histdricos
apenas, independente do envolvimento humano. Mas que muitos outros defendem que o
envolvimento humano faz toda a diferenca e estd implicito no conceito de espécie exdtica.
Entretanto, um problema nesse caso deriva do fato de muitas espécies chegarem em novos
lugares como resultado de mudancas climaticas ou fenémenos ambientais, como tsunamis, que
sdo, de certa forma, resultados indiretos da atividade humana, mas que ndo haveria assisténcia
humana direta nessas situacdes. 1sso leva a debates sobre que tipos, graus de envolvimento e
atividades humanas seriam consideradas adequadas para se enquadrar nessas definicoes.

Para 0s microrganismos, ndo foi encontrada uma definicdo diferenciada ou especifica de
espécie exotica. Na verdade, o uso do conceito exético ndo € tdo comum para 0S
microrganismos, os trabalhos geralmente ndo tratam deles como sendo a espécie exodtica em
questdo e muitos tém investigado o efeito de espécies exdticas como plantas na estrutura da
comunidade microbiana (Van der Putten et al., 2007; Callaway, 2008, Inderjit, 2010). Nos
trabalhos encontrados nos quais menciona-se espécies exoéticas de microrganismos, essa

expressao é utilizada para designar microrganismos que ndo sdo nativos ou indigenas de um
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determinado territério, mas que chegaram nele naturalmente ou de forma intencional, se
tornando a partir dai espécies invasoras ou seja, conceitos que coincidem e sdo comumente
usado para organismos exéticos em geral, conforme ja mencionado. Inclusive, nas buscas em
artigos cientificos para microrganismos, especificamente, o termo exdético nao é tdo comumente
empregado, encontra-se um uso maior de termos como ‘“ndo-indigenos”,” ndo nativos”
“invasores” e at¢ mesmo “alienigenas”.

Mais recentemente, legislacfes brasileiras de acesso ao patrimodnio genético e a partir
das quais foi criado O Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (Lei N° 13.123 de 20 de maio de 2015 e o Decreto N° 8.772 de 11 de
maio de 2016), trazem a definicdo de como considerar o microrganismo exético. No paragrafo
Unico do 2° artigo da Lei 13.123 considera-se “parte do patrimdnio genético existente no
territorio nacional, para os efeitos desta Lei, 0 microrganismo que tenha sido isolado a partir de
substratos do territorio nacional, do mar territorial, da zona econémica exclusiva ou da
plataforma continental”, ou seja, todos os demais seriam considerados exoéticos. Ja no Decreto
N° 8.772 define-se que 0 microrganismo nao sera considerado patrimonio genético nacional,
subentendendo-se, portanto, que seria considerado exotico, quando for comprovado que “foi
isolado a partir de substratos que ndo sejam do territério nacional, do mar territorial, da zona

econdmica exclusiva ou da plataforma continental”.

1.2 Levantamento e discussdo de procedimentos e metodologias para a

identificagdo de microrganismos ao nivel de espécie

A identificacdo ao nivel de espécie é imprescindivel para os mais distintos usos dos
microrganismos como na industria, agricultura, medicina, além de auxiliar nas regulacdes de
quarentenas e nas definicdes de patentes. Alguns termos abaixo do nivel de espécie também sdo
definidos, como o termo tipo (ou Type) que se refere a um conjunto de linhagens dentro de uma
espécie, podendo ser chamado também de bi6tipos ou sorotipos e o termo estirpe que se refere
a uma linhagem ou um Unico isolado de uma dada espécie (Sandle, 2016). Essas descri¢des sdo
importantes porque embora na maioria das vezes a identificacdo ao nivel de espécie seja
suficiente, em outras situacdes também é importante determinar as diferencas entre espécies, ou
seja, 0 que caracteriza uma dada linhagem e/ou biotipos, sejam eles de importancia clinica,
ambiental ou econémica, dado que variacdes relevantes em relacdo a esses aspectos ainda
podem existir numa mesma espeécie.

Os caracteres morfologicos e fisiologicos foram os unicos utilizados na identificacéo

das espécies microbianas antes do desenvolvimento das técnicas de comparagdo genémica, 0



que ocorreu a partir da década de 60. Desde entdo, passou-se a considerar, além das
caracteristicas morfoldgicas/fisioldgicas, a relacdo do conteudo G + C (guanina + citocina) e a
porcentagem de hibridagdo DNA-DNA entre genomas (Rossell6-Méra & Amann, 2015). Em
seguida, outro marco na identificacdo de espécies microbianas foi a reconstrucdo genealdgica
baseada nos genes do RNA ribossémico proposta por Carl Woese, que alterou totalmente a
configuracdo das arvores filogenéticas anteriores (Woese, 1987).

Nos ultimos anos para a identificacdo microbiana ao nivel de espécie é proposta a
abordagem polifasica (Gevers et al., 2006), a qual se adequa a exigéncia dos taxonomistas e
consiste em se utilizar um amplo conjunto de pardmetros com intuito de obter um consenso
entre eles e, assim, chegar numa identificacdo com o minimo possivel de contraditoriedade.
Para tanto, na abordagem polifasica avalia-se a combinacdo de varias categorias de
informacfes como caracteristicas fenotipicas, genémicas e de monofilia do microrganismo
(Rossell6-Mora & Amann, 2015).

Em relacdo as caracteristicas monofiléticas, a reconstrucdo filogenética ainda é
considerada um método interessante para a identificacdo taxondmica dos microrganismos
porque auxilia na visualizacédo das proximidades evolutivas entre eles, podendo ser observado o
agrupamento monofilético quando os membros pertencem a uma dada espécie (Rossell6-Méra
& Amann, 2015). Essa metodologia utiliza das sequéncias de genes housekeeping, que sao
marcadores filogenéticos moleculares, ou seja, possuem regides conservadas dentro dos mais
diferentes filos microbianos e regiGes variaveis/hipervaridveis que permitem a
discriminacdodos taxons ao nivel de espécie (Ludwig & Schleifer, 1994). Os genes do RNA
ribossomal ainda tem sido os mais utilizado nesse método, em especial o gene rRNA 16S para
bactérias e Archaeas e 0 gene rRNA 18S e 28S, além da regido espacadora interna transcrita
(ITS), para os fungos. Contudo, existe uma ampla discussdo entre os taxonomistas microbianos
a respeito de qual o ponto de corte de similaridade entre esses genes deve ser usado para
garantir uma coeréncia gendmica entre as espécies. Por exemplo, para o rRNA 16S o valor
acima de 97% de similaridade entre os organismos foi por muito tempo usado, mas esse valor
foi substituido para valores acima de 98,7-99% como proposto por Stackebrandt (2006).

Alguns autores, mais recentemente, sugerem que para fins taxondmicos, a reconstrucao
filogenética utilizando o 16S rRNA deve assegurar o0 uso de sequéncias completas desse gene e
com alta qualidade de alinhamento considerando a sua estrutura secundaria, ja que ela interfere
na conformacdo do rRNA (Yarza et al., 2014). A estrutura secundaria do rRNA 16S é
altamente preservada, contendo em torno de 50 hélices, as quais podem chegar a um
pareamento de 67 % dos residuos, proporcionando uma homologia de posi¢des nas sequéncias

que serdo utilizadas nos alinhamentos multiplos das analises filogenéticas (Ludwig & Schleifer,



1994). Entretanto, tem se observado que para muitos organismos a analise de apenas um gene
ndo é suficiente para atingir uma resolucdo taxonémica ao nivel de espécie com uso das
abordagens filogenéticas. Por isso, foi desenvolvida a abordagem de MLST (multi locus
sequence typing) (Maiden et al.,1998). Essa técnica se baseia nas reconstrucfes filogenéticas
utilizando varios genes housekeeping. Dentre esse genes pode-se citar alguns usados na
identificacdo de procariotos como: carbamato-quinase (arcC), shiquimato desidrogenase
(aroE), glicerol-quinase (glpF), guanilato-quinase (gmk), fosfato acetiltransferase (pta),
triosefosfato isomerase (tpi), acetil coenzima A acetiltransferase (ygiL), glicose-6-fosfato
isomerase (glp), DNA girase, subunidade B (gyrB), malato-lactato desidrogenase (mdh),
metionil-tRNA  sintetase  (metG),  fosforibosilaminoimidazol  sintetase  (purM),
trephononimidazol sintetase (purM), tetronona sintetase (dtdS), descarboxilase de
diaminopimelato (lysA), subunidade alfa da transhidrogenase (pntA), dihidroorotase (pyrC) e
triptofanase (tnaA) (Maiden et al., 1998; Spratt,1999). Para os fungos, sdo usados genes que
codificam algumas proteinas, como RNA polimerase Il (rpbl e rpb2), b-tubulina (beta-Tub),
calmodulina (cal), y-actina (act), ATP sintase (atp6), o fator de alongamento da traducéo alfa-1
(EF-lalfa), um polissacarideo da cépsula (cap59), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(gpdl), lacase (lacl), fosfolipase B1 (plbl), superéxido dismutase de manganés (sodl), genes
de orofidina monofosfato pirofosforilase (ura5) e a regido do espaco intergénico 1 (Meyer er
al., 2009; Sharma et al., 2015). Além disso, para uma robusta identificacdo taxonémica estima-
se que é necessario analisar no minimo cinco genes e para organismos com proximidade
filogenética pode ser necessario utilizar até 20 desses genes (Stackebrandt et al., 2002; Soria-
Carrasco et al., 2007).

No que diz respeito a coeréncia genémica, na revisdo escrita por Rossell6-Mora &
Amann (2015) sugere-se que a hibridagdo DNA-DNA, antes considerada padrdo ouro para a
identificacdo das espécies, ndo precisa mais ser utilizada porque com 0s avangos nho
sequenciamento de nova geracéo, o calculo da identidade genémica pode ser realizado in silico.
Além disso, a técnica de MLSA (multilocus sequence analysis) apesar de ainda ser muito
utilizada para a identificacdo das espécies em nivel gendmico ndo é competitiva, pois depende
da construcdo de muitos pares de primers em funcdo de cada organismo de interesse, 0 que
onera 0S custos e aumenta o tempo de obtencdo dos resultados. Em seguida, esses autores
sugerem que para a obtencdo da coeréncia gendbmica deve-se primeiro sequenciar 0 genoma da
estirpe tipo com alta qualidade para posteriormente avaliar os parametros de identidade média
de nucleotideo (ANI), no qual valores acima de 96% de identidade média caracteriza a mesma
espécie e o célculo de regressdo da assinatura de tetranucleotideo (TETRA), no qual espécies

para serem consideradas similares devem apresentam valores acima de 0.999 de regresséo.



A ANI é uma medida de relacdo genética entre 0s genomas que considera 0S genes
conservados entre eles e 0s genes especificos da linhagem, o que contribui para a eficiéncia da
resolucdo filogenética. Uma vantagem do uso dessa medida é o fato dela ser baseada na
identidade de um grande nimero de genes, diferentemente dos dados gerados a partir de um
anico gene como 0s genes 16S ou 18S rRNA. Além disso, os valores de ANI ndo séo,
significativamente, afetados pela variacdo das taxas evolutivas ou pela transferéncia horizontal
de genes (Arahal, 2014). Os valores de ANI apresentam uma altacorrelacdo linear com 0s
valores experimentais de hibridagdo DNA-DNA e o valor padrdo de 70% de hibridacdo DNA-
DNA se correlaciona com valores de ANI acima de 94% (Konstantinidis & Tiedje, 2005). Para
calcular os valores de ANI nas comparacdes gendmicas foram projetadas a ferramenta JSpecies
que se baseia algoritmo BLAST (Altschul et al., 1997) e outra ferramenta chamada de
MUMmer (Kurtz et al., 2004) capaz de realizar de forma rapida os alinhamentos. Além disso,
um calculo estatistico baseado nas frequéncias de tetranucleotideos (TETRA) e que nao
depende dealinhamento foi desenvolvido. Nesse caso, o indice de correlacdo de assinatura de
tetranucleotideo, geralmente se correlaciona com o ANI, podendo contribuir para a decisao de
quando dois organismos devem ser classificados na mesma espécie. O calculo de TETRA se
baseia no fato de que o codon usage de cada tipo de genoma determina uma dada frequéncia
que é caracteristica da espécie, considerando que sdo possiveis mais de 256 combinacdes dos
grupos de sequéncias contendo tetranucleotideos. Assim, genomas intimamente relacionados
apresentardo uma distribuicdo semelhante dessas assinaturas, o que levara a um elevado valor
de correlacdo. Em contrapartida, quando os genomas apresentarem divergéncia, os valores
dessas assinaturas apresentaram maior dispersdo e, portanto, menor valor de correlacdo
(Arahal, 2014).

As andlises fenotipicas sdo importantes para complementar as previsdes baseadas nas
analises do genoma. Dentre as caracteristicas avaliadas, aquelas relacionadas a aspectos
morfologicos incluem: a morfologia das colonias (cor, forma, presenca de halo), corpos
frutiferos, estruturas de micélios e hifas e morfologia celular e do esporo (forma, tipo de
parede). Adicionalmente, outras caracteristicas que podem ser avaliadas séo a presenca de pili,
fimbria e flagelos e de estruturas do envelope como a capsula. Para algumas estruturas
celulares é necessario 0 uso de corantes o que auxilia na sua identificagdo em combinagdo com
a observacdo microscopica (Mifra, 2019).

Caracteristicas relacionadas a fisiologia também podem auxiliar na identificacdo do
microrganismo. Dentre elas incluem-se: a faixa de temperatura e pH de crescimento (6tima,
méaxima, minima), requisitos nutricionais ou suplementos para o crescimento que podem ser

especificos para um dado microrganismo, atividades de enzimas, uso de diferentes fontes de
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carbono e nitrogénio, avaliacdo da producdo de acidos organicos e de pigmentos, exigéncia de
oxigénio, tolerdncia ao sal e capacidade de crescer em meios seletivos, diferenciais ou
enriquecidos. Outras avaliagdes fisiologicas importantes sdo a suscetibilidade/resisténcia aos
antibioticos, agentes antiflngicos ou antivirais e suscetibilidade/resisténcia aos metais pesados
ou poluentes organicos. Testes relacionados a sorologia e a producdo de toxinas também sdo
indicados, como Aglutinacdo, Imunodifusdo, Deteccdo de proteinas especificas (western
blotting), teste de antigenos microbianos contra anticorpos especificos, endotoxinas, exotoxinas
e micotoxinas (Mifra, 2019). E importante ressaltar que para a avaliagdo de grande parte dessas
caracteristicas se tem disponiveis indmeros Kit comerciais como Vitek 2 Compact
(bioMérieux), Biolog (Hayward, CA, USA) BD Phoenix (BD Diagnostics) e Analytical Profile
Index (API) 20 E (bioMérieux), que permitem acessar os resultados de forma rapida.

Além dessas caracteristicas, aquelas consideradas como quimiotaxonémicas também
podem ser investigadas visando obter mais informacdes a respeito do microrganismo. Dentre
elas pode-se citar a analise da composicdo dos lipopolissacarideos, tipo de peptidoglicano,
acucares do interior das células e da parede celular, &cidos micolicos, diaminoacidos, sistema
quinona, teor de poliamina dos aminoécidos da parede celular e os extratos como o perfil de
extrolito, muito utilizado para fungos (Mifra, 2019). Além dos compostos de éster metilico de
acido graxo utilizando a técnica de FAME (Heyrman et al., 1999). Uma técnica bastante usada
para a identificacdo desses compostos é a cromatografia/espectrometria. Dentre elas, a técnica
de espectrometria de massa baseada em MALDI-TOF tem sido muito usada (Sharma et al.,
2015). MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight) que significa
dessorcao/ionizacdo a laser num tempo de véo assistida a uma matriz. Nesta técnica, as células
dos microrganismos sdo misturadas ou revestidas a matriz, que € uma solucdo organica
absorvente de energia. Em seguida, é feita a ionizacdo com pulsos de laser curtos, seguido de
aceleracdo das particulas no vacuo por meio de um campo elétrico. A razdo massa/carga dos
ions é medida determinando o tempo requirido para eles viajarem(voo) ao longo do tubo de
aceleracdo. Baseados neste tempo de v6o, um espectro de massa de peptideos é gerado para
cada amostra (Singhal et al., 2015). A identificacdo de microrganismos ira ocorrer na
comparacgéo do perfil desse espectro com um banco de dados (Dingle & Butler-Wu, 2013). Para
a identificacdo ao nivel de espécie geralmente sdo utilizados espectros de proteinas ribossomais
(Dingle & Butler-Wu, 2013).

Entretanto, na revisdo de Rossell6-Mora & Amann (2015), esses autores discutem que
as técnicas atuais de acesso aos dados fenotipicos para taxonomia sdo questionadas pela
comunidade cientifica devido ao fato de que muitas vezes a classifica¢cdo de um novo taxon é

feita apenas para uma Unica linhagem da espécie ndo levando em consideracdo, portanto, a
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possivel versatilidade nas caracteristicas dentro das espécies. Outras desvantagens dos testes
fenotipicos relatadas por esses autores € o preco oneroso para se ter acesso as bibliotecas de
referéncia e aos testes comerciais. As morfologias celulares também sdo questionadas devido as
variacbes de acordo com o0s meios de cultura utilizados e, ainda, o0s métodos
quimiotaxondmicos sdo questionados por causa das distintas interpretacdes possiveis. Assim,
esses autores sugerem que as condi¢gdes ambientais da origem do isolamento podem ajudar na
decisdo de quais testes sdo relevantes para a identificagcdo de um novo taxon. Além disso, é
muito importante que tais métodos sejam padronizados e reprodutiveis.

No caso da identificacdo das espécies virais, tendo em vista o conceito de classe
politética, j& mencionado no Topico anterior, varias caracteristicasprecisam ser avaliadas para a
definicdo da espécie e as mesmas irdo ser variadas a depender do filo ou familia viral.
Adicionalmente, pode ainda pode ocorrer casos de membros de uma espécie que ndo possuem
uma ou outra caracteristica que normalmente seria considerada tipica daquela espécie (Van
Regenmortel, 2011). Além disso, quando o uso das sequéncias de nucleotideos para a
identificacdo das espécies de virus foi iniciado desde 1980 ficou claro a partir da anélises dos
primeiros sequenciamentos que as espécies apresentavam caracteristicas genéticas distintas
umas das outras. Desde entdo houve a dificuldade para se definir um limite de divergéncia de
sequéncia (ponto de corte) que pudesse ser usado para discriminar as espécies virais. Por
exemplo, dentro de uma mesma familia viral, os flavivirus, a sequéncia do gene da RNA
polimerase (RdRp) dependente de RNA apresenta diferenca de similaridade de apenas 1,5%
entre as espécies Bagaza virus e meningoencefalomielite virus e de mais de 44% entre 0s virus
San Perlita e Ilheus. Nesses casos, as espécies sdo avaliadas quanto as diferencas marcantes
relacionadas a sua area geografica, faixa de hospedeiros e patogenicidade. Dessa forma, o
sistema fenotipico de identificacdo de espécies virais ainda tem sido muito usado e é importante
ressaltar que este tipo de classificacdo tem servido para fins de identificacdo de grupos de virus
que afetam as areas médicas, veterinarias e agricolas (Simmonds & Aiewsakun, 2018).
Contudo, os virus que sdo descobertos por métodos de sequenciamento de amostras ambientais
tem sido catalogados, atualmente, em escala exponencial. Mas as identificacdes usando apenas
informacdes de sequéncias tém sido questionadas e sugere-se que as atribuicbes de espécies
baseadas em gendmica sejam incorporadas a taxonomia, ou seja, que considere também as

caracteristicas politéticas (Mokili et al., 2012; Simmonds & Aiewsakun, 2018).
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1.3 Levantamento e discussdo de critérios e requisitos para a comprovacdo da

ocorréncia natural de microrganismos.

Quase todas as espécies de animais e plantas possuem uma distribuicdo limitada no
planeta, ndo s6 porque requerem um habitat especifico, mas também devido a fatores
histdricos, os quais formaram barreiras impedindo a migracao destes organismos (Azevedo &
Farjalla, 2010). Para esses macrorganismos, sejam eles vertebrados ou invertebrados, existem
critérios mais bem estabelecidos para confirmar sua ocorréncia natural, o0 que também é um
processo mais simples. Linnaeus e seus contemporaneos por volta da segunda metade do séc.
XVIII iniciaram de maneira critica e organizada a andlise da distribuicdo e da diversidade de
espécies de organismos multicelulares pela terra e, desde entdo, bidlogos tém investigado a
distribuicdo de animais e plantas, sendo este um dos principais objetivos da ecologia (Azevedo
& Farjalla, 2010). Por conta disso, ndo sdo raras as publicacBes cientificas acerca da
diversidade ecoldgica de diferentes habitats e regiGes. Adicionalmente, trabalhos de avaliagéo
da biodiversidade faunistica e floristica sdo comumente conduzidos tanto a nivel regional
quanto local, nacional ou internacionalmente. Esses levantamentos visam a criacdo de
inventarios e catalogacdo da biodiversidade desses ambientes e a confirmacdo da identidade do
organismo se baseia em critérios diversos tais como: analises taxonémicas e moleculares,
aspectos bioldgicos, ecologicos e comportamentais, dados de imagens de captura, dentre outros
(Branco & Ribeiro, 2011).Assim, a ocorréncia natural de espécies de macrorganismos pode ser
determinada confrontando-se os dados de listas de inventarios de espécies além de consultas
bibliograficas.

Apesar de haver muitos estudos acerca da diversidade, ocorréncia e processos de
dispersdo de animais e de plantas, para 0s microrganismos esses estudos, até alguns anos atras,
ainda eram muitos restritos. Acreditava-se que para esse grupo, devido ao seu pequeno
tamanho, alta abundéncia, além de outros aspectos de sua biologia, como o curto tempo de
geragdo ou a capacidade de sobreviver as mais diversas condi¢cbes ambientais, ndo haveria
limites para a dispersdo e 0os mesmos teriam uma distribuicdo cosmopolita (Green & Bohannan,
2006). Além disso, a probabilidade de dispersao ao acaso, atraves de vetores, como vento, agua
e animais, entre outros, aumenta quando a abundancia é alta, como é o caso das comunidades
microbianas. (Green & Bohannan, 2006). Assim, muitos ecologistas microbianos ainda
consideravam as premissas de Baas Becking que afirmou em 1934: "Tudo estd em toda parte,
mas o ambiente seleciona”.

Nos ultimos anos, porém, os ecologos microbianos vém buscando entender melhor
esses processos e se as premissas classicas eram verdadeiras (Azevedo & Farjalla, 2010).

Novas evidéncias tém sido obtidas e indicam que alguns taxons microbianos podem possuir
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distribuicbes geograficas mais restritas, fornecendo evidéncia de endemismo microbiano
(Whitaker et al, 2003; Green & Bohannan, 2006). Assim, as duas principais correntes ainda
existentes no estudo da biogeografia de microrganismo s&o: 1) microrganismos s&o
amplamente distribuidos, apresentando uma alta riqueza local, entretanto uma baixa riqueza
global, e 2) microrganismos apresentam padrbes biogeograficos semelhantes aos padrdes
observados para macrorganismos (Azevedo & Farjalla, 2010).

Possivelmente, a principal limitacdo acerca ndo s6 do numero de estudos, mas
principalmente de informagGes menos conflituosas sobre a diversidade, ocorréncia e
distribuicdo de microrganismos era o fato de a maioria deles ndo poderem ser identificados
apenas morfologicamente e de, até recentemente, esses estudos se basearem em métodos
dependentes de cultivo. Esses métodos envolvem o isolamento e posterior estudo dos
microrganismos (Schneider et al., 1998; Cravo-Leurau et al., 2011). O problema do uso deles é
a impossibilidade de se obter uma informagdo completa de todos 0os microrganismos presentes
em uma amostra ambiental, por alguns deles ndo serem capazes de crescer em laboratorio
(Amann et al., 1995; Sierra-Garcia et al., 2014). Essa incapacidade esta associada ao nédo
conhecimento dos requerimentos nutricionais e fisioldgicos de todos os microrganismos, ou
ainda, ao estado em que se encontram no ambiente, o0 que impede a sua ativagao e crescimento
fora do ambiente natural (Amann et al., 1995). Isso que faz com que apenas uma fracdo da
diversidade microbiana seja conhecida, resultando em uma imagem enviesada a respeito da
escala espacial da biodiversidade dos microrganismos (Ogunseitan, 2005; Amann et al., 1995;
Mocali & Benedetti, 2010; Sierra-Garcia et al., 2014).

O crescente advento das analises moleculares, ndo s a partir do DNA ribossomal, mas
também de varios outros genes, conforme discutido no topico anterior, levou ao
desenvolvimento de um grande nimero de metodologias baseadas no estudo do DNA para a
andlise da diversidade e funcdo microbiana (Amann et. al., 1995; Torsvik et. al., 1998). Dentre
essas técnicas, destacam-se as metagendmicas, ou seja, a analise gendmica da comunidade de
microrganismos de um determinado ambiente, independente do seu isolamento e cultivo
(Nacke et al., 2011; Simon & Daniel, 2011). Esse termo é derivado do conceito estatistico de
meta-analise (processo de combinar estatisticamente analises separadas) e gendmica (analise
ampla do material genético de um organismo) e permite 0 acesso ao material genético coletivo
de todos os microrganismos autoctones presentes no ambiente estudado (Schloss &
Handelsman, 2003; Handelsman, 2004; Nacke et al., 2011). A extracdo do DNA é seguida do
sequenciamento de alto desempenho ou de nova geracdo (NGS), a partir da qual milhares de
sequéncias de DNA podem ser analisadas paralelamente com o intuito de elucidar a

composic¢do de uma comunidade microbiana (Amann et al., 1995; Greene & Voordouw, 2003;
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Goodwin et al., 2016). Essas técnicas tém tornando possivel a obtencdo de uma visdo mais
abrangente da diversidade de microrganismos em diferentes habitats (Fierer & Jackson, 2005).
Assim, os obstaculos relacionados a subamostragem desses organismos e conhecimento mais
escasso sobre sua diversidade estdo sendo superados e evidéncia disso € o crescente nimero de
estudos de biogeografia microbiana.

Com o surgimento dos novos trabalhos com o uso de técnicas cada vez mais modernas,
tudo indica que, pelos proximos anos, esse campo tende a se tornar mais robusto, com
informacbes mais completas e confidveis em relacdo a diversidade e comprovagdo da
ocorréncia natural de microrganismos e isso ajudara a definir critérios mais bem estabelecidos
para essa comprovacdo. Entretanto, atualmente, considerando a complexidade de teorias,
escassez de informacGes mais completas em estudos antigos e que dados mais recentes e com o0
uso de técnicas modernas ainda se encontram em construcao isso ainda ¢ um desafio. Sendo
assim, ndo se encontram critérios oficiais e bem estabelecidos para a comprovacdo da
ocorréncia natural de microrganismos em um determinado ambiente ou mesmo pais, seja em
bancos de dados ou publicages cientificas, materiais que foram utilizadas para a construgdo do
presente levantamento. Quando esse tipo de comprovacdo € necesséria, seja para fins
académicos ou regulatérios, critérios diferentes vém sendo adotados, o que faz com que esse
ainda seja um campo muito fragil . No Instituto Brasileiro do meio Ambiente (IBAMA), por
exemplo, utiliza-se como critério para a comprovacdo da ocorréncia natural de um
microrganismo no Brasil apenas a existéncia de qualquer informacao publicada oficialmente e
que informe que o microrganismo em questdo ja foi isolado em territorio brasileiro. Outras
possibilidades sdo a comprovacado de que o0 microrganismo, mesmo que ainda ndo tenha sido
publicado, tenha sido isolado no Brasil, identificado e depositado em cole¢es oficiais ou ainda,
apenas a comprovacao de sua identificacdo em territério brasileiro, mesmo que por técnicas

independentes de cultivo.

1.4 Levantamento, com base em material técnico e cientifico, dos possiveis impactos
ambientais decorrentes da introducdo de microrganismos no ambiente, abrangendo
agentes de controle biologico de pragas e doengas de plantas e biorremediadores. O
levantamento deve indicar também impactos ja verificados, com registros em literatura
técnica e cientifica, com destaque para a introducdo de espécies exoticas de
microrganismos.

Ha& uma grande dificuldade para a detecgdo dos microrganismos invasores, em geral,
quando comparados aos macrorganismos, o que faz com que haja uma caréncia de estudos que

toquem neste tema, tornando 0 mesmo muito controverso. E muito dificil também responder
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perguntas a respeito de quais caracteristicas que tornam os microrganismos invasores e guais as
propriedades das comunidades residentes e do ambiente que facilitam as invasdes. Ainda assim,
sabe-se que as invasdes microbianas ocorrem ao longo do planeta (Litchman, 2010).

No caso dos microrganismos exoticos sua introducdo pode trazer desequilibrios
ecologicos principalmente porque essa acdo pode afetar padrbes de simbiose, patogenicidade e
processos de decomposicao ja estabelecidos num determinado ambiente (Van der puten et al.,
2007). Ja foi demonstrado, por exemplo, que o fungo Phytophthora cinnamomi introduzido na
Australia, se revelou patogénico em espécies de eucalipto e levou varios deles a morte. Outro
fungo, Armillaria luteobubalina, também introduzido na Australia, provocou a morte de 38%
da vegetacdo de ecossistemas litoraneos (Van der puten et al., 2007). A alga invasora
Didymosphenia geminata foi capaz de reduzir significativamente a comunidade de
macroinvertebrados bentdnicos em um rio do Canada (Litchman, 2010).

O microrganismo exdético ndo s6 pode interagir com espécies nativas, mas também pode
interferir nas condicBes abidticas de determinado ecossistema, possibilitando mudancas na
composicdo dos microrganismos nativos. Cianobacterias exoticas, fixadoras de nitrogénio, por
exemplo, podem alterar significativamente o aporte de nitrogénio em ecossistemas aquaticos
invadidos por elas. Portanto, a diversidade e capacidade metabdlica dos microrganismos
introduzidos num ambiente pode alterar a disponibilidade de nutrientes como nitrogénio,
fosforo e microelementos e influenciar os ciclos biogeoquimicos (Litchman, 2010). Por isso,
seja interagindo diretamente com as espécies nativas ou com o ecossistema invadido, o impacto
mais visivel da introducdo de espécies exdticas ou invasoras é a possibilidade de eliminacdo ou
diminuicao de populaces de espécies nativas.

A possibilidade de alteracdo de fatores abioticos em um ecossistema provocada por
microrganismos exaéticos pode promover ainda a invasdo de outros organismos. Um exemplo
relacionado a esse impacto ocorreu em Portugal, em que a introducéo de bactérias fixadoras de
nitrogénio nativas da Australia, propiciou a invasdo de uma espécie ndo nativa de leguminosa
no pais (Rodriguez-echeverria, 2010). Essa situacdo interrompeu ainda relacdes de mutualismo
que aconteciam entre espécies nativas de leguminosas e de bactérias fixadoras de nitrogénio.
Isso mostra que a introducdo de especies exoticas pode ainda influenciar as relacOes
simbidticas ja existentes entre as espécies nativas (Thakur et al., 2019).

Outro estudo demonstrou que plantas da Nova Zelandia associadas a fungos
micorrizicos exoticos tiveram sua biomassa reduzida comparada a associagdes dessas mesmas
plantas com fungos micorrizicos nativos. Esse tipo de efeito pode provocar impactos
ambientais e econdmicos consideraveis principalmente em areas que estdo em processo de

recuperacao e na agricultura (Thakuret al., 2019).
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A invasdo simultanea de organismos ou coinvasao, também pode ser muito comum em
situacdes em que microrganismos estabelecem relaces simbidticas com plantas ou animais.
Geralmente a associacdo entre fungos micorrizicos e plantas promovem o estabelecimento de
ambos 0s organismos num novo ambiente. Ja a introducdo de animais associados a
microrganismos esta mais relacionada a introducdo de novas doencas no ambiente, uma vez
que esse microrganismo pode ser patogénico e encontrar novos hospedeiros entre as especies
nativas (Lymbery et al., 2014; Thakuret al., 2019). Lymbery e colaboradores (2014) afirmam
também que 85% dos parasitas que foram cointroduzidos com seus hospedeiros sdo mais
virulentos e letais para as espécies nativas comparado ao seu hospedeiro original. Além disso,
coinvasdes que incluem microrganismos aumentam a chance de estabelecimento de outras
espécies exaticas e a possibilidade de modificagdo na composicdo de espécies nativas (Rivett et
al., 2018).

Muitas espécies exdticas foram introduzidas no ambiente com o objetivo controlar
pragas e doencas de plantas. Apesar de ser uma alternativa sustentavel para esse fim, esse
método tem recebido criticas de estudiosos por causa da observacdo de efeitos danosos em
organismos ndo alvo (Messing & Wright, 2006). De fato, é preciso entender que qualquer
tentativa de limitar o crescimento de uma populagdo de determinada espécie ou elimina-la,
podera afetar outras espécies e ter um impacto no ambiente (Howarth, 1991). Portanto, de
modo geral, um dos principais problemas associados a liberacdo de organismos exoticos no
ambiente como agentes de controle biolégico é a possivel interacdo entre esse organismo e
espécies ndo alvo do controle (Howarth, 1991; Van Lenteren et al., 2003). Para verificar
possiveis interacdes com espécies nao alvo é importante analisar trés fatores: a capacidade de
estabelecimento do organismo introduzido no ambiente, sua capacidade de dispersdo e a
especificidade do organismo introduzido com a espécie alvo.

Para avaliar a capacidade de um organismo se estabelecer no ambiente, considera-se o
numero de geracGes que permanecem no ambiente, a sobrevivéncia nas estacfes seca ou
chuvosa, quente ou fria. J& a capacidade de dispersao do organismo visa compreender se ele €
capaz de alcancar outras areas. Em relacdo aos microrganismos, € necessario considerar que
possuem uma maior rapidez na sua capacidade de dispersdo comparados aos macrorganismos.
Assim, mesmo que 0 organismo ndo se estabeleca na area de interesse, se for, por ventura,
capaz de colonizar outras areas, estabelecendo-se nelas, é preciso avaliar sua capacidade de
interagir ou ndo com espécies ndo alvo (Van Lenteren et al., 2003 ; Litchman, 2010).

A hibridizacdo também é outro impacto decorrente da introducdo de organismos no
ambiente, principalmente em relagdo aos microrganismos (Howarth, 1991). E preciso

considerar uma possivel transferéncia horizontal de material genético entre 0s microrganismos

17



exoticos e a microbiota indigena que possa acarretar na possibilidade do microrganismo em
diminuir ou aumentar, com o tempo, a sua viruléncia em relacdo ao hospedeiro. Um exemplo
relacionado a essa situacdo foi publicado por Hufbauer (2002). Esse estudo mostrou que um
parasitoide usado para controle bioldgico de pulgdes teve sua viruléncia reduzida, o que
provocou uma perda da capacidade desse parasitoide em controlar a populacao de pulgbes. Em
contrapartida, o fungo do género Ophiostoma, parasita de ulmeiros, arvores nativas da Europa,
teve sua viruléncia aumentada devido ao fluxo génico interespecifico envolvendo uma espécie
exotica na Holanda (Brasier, 2001).

Outro efeito da transferéncia horizontal de genes entre microrganismos pode ser a
ampliacdo do seu espectro de hospedeiros. Nesse caso, 0 microrganismo usado para fins de
controle bioldgico se adapta a novos hospedeiros e pode atingir espécies ndo alvo(Howarth,
1991; Van Lenteren et al., 2003; Messing & Wright, 2006). Essa situacdo ocorreu na Europa
em que a hibridizacdo interespecifica de protozoérios do género Phytophthora resultou na
infeccdo de um novo hospedeiro. Esse hospedeiro é a planta conhecida por amieiro (Alnus),
que ndo era infectada por esse microrganismo anteriormente (Van der putten et al., 2007). A
introducdo de microrganismos exdéticos também pode trazer impactos a salde publica, ja que
alguns microrganismos podem produzir toxinas. Alguns microrganismos patogénicos de
insetos, por exemplo, que podem ser usados em programas de controle biolégico, causam
alergias em seres humanos (Howarth, 1991). Outro exemplo, refere-se a cianobactérias que
invadiram parte da Europa e América do Norte, e sdo capazes de produzir hepatotoxinas que
comprometem a salde de varios invertebrados, aves e mamiferos (Litchman, 2010).

Por outro lado, estudos e pesquisadores também vém apontando que, considerando que
nos ultimos 100 anos varios inimigos naturais exdéticos foram importados, criados em massa e
liberado como agentes de controle bioldgico, sdo relativamente poucos os efeitos ambientais
negativos reportados por essas liberaces. Segundo Van Lenteren e colaboradores (2003), por
exemplo, apesar do uso de organismos exoticos nem sempre ser ausente de risco, 0s problemas
resultantes do uso de técnicas de controle bioldgico possivelmente estardo mais relacionados ao
aumento de realizacdo dessas atividades por pessoas sem treinamento em areas de
identificacdo, avaliagdo de risco e liberacdo ambiental desses agentes, do que pelo uso desses
organismos em si.

Dessa forma, o maior problema nédo seria propriamente a utilizacdo do microrganismo
exotico como agente de controle biolégico, mas sim uma incorreta selecdo do agente,
otimizacdo do processo ou avaliacdo de risco do seu uso, ja que varias alternativas podem ser
realizadas para, ao menos, limitar a possibilidade dele vir a causar efeitos negativos no

ecossistema em geral. Para minimizar tanto o estabelecimento quanto a dispersdo dos
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organismos introduzidos, uma alternativa tem sido a engenharia genética que pode
impossibilitar ou limitar a reproducédo desses organismos no ambiente (Howarth, 1991). Além
disso, a avaliacdo da especificidade da interacdo do organismo a ser introduzido com seu
hospedeiro ou presa é outro fator que pode minimizar ou prevenir interacdes entre o organismo
introduzido e organismos que ndo sdo alvos (Van Lenteren, 2003).

No caso de organismos cuja acdo de controle decorre da fitofagia, ndo se espera, por
exemplo, que ele represente risco grave mesmo que se estabeleca e disperse bem se for um
agente de controle biolégico monoféagico, que se alimenta de um Unico organismo.
Adicionalmente, uma correta e sistemética avaliacdo de risco pode discriminar entre agentes
que possuem baixos indices de riscos, 0s quais devem ser priorizados, € 0S que representam
indices moderados ou altos. Ainda assim, esses riscos devem ser considerados com ressalvas,
sendo necessario também o julgamento critico de especialistas em controle bioldgico para
conceder ou ndo permissdo para liberacdo do agente (VVan Lenteren, 2003).

Em suma, sdo muitas as dificuldades relacionadas a compreensdo e avaliacdo de
impactos ambientais relacionados a introducdo de microrganismos exoticos, seja devido as
questBes ja levantadas e, até mesmo, a dificuldade em se identificar a nivel de espécie os
microrganismos exaticos, apesar dos avancos cientifico ja discutidos. Isso ocorre devido a
baixa quantidade de caracteristicas morfoldgicas que sustentam comparacdes entre espécies,

além da frequéncia com que a transferéncia horizontal de genes acontece no ambiente.

11.5 Levantamento, selecé@o e analise, com base em material técnico e cientifico, de
protocolos e metodologias de avaliacdo de risco ambiental para controle da
introducdo no ambiente de microrganismos, ndo necessariamente exdticos,
incluindo seus usos como agentes de controle bioldgico de pragas e doencas de
plantas e biorremediadores.

Uma avaliacdo de risco ambiental requer o levantamento de informacdes das
consequéncias da introducdo de organismos no ambiente. Geralmente essa avaliacdo de risco
estd associada a um relatorio de manejo de risco, o qual tem por objetivo selecionar e
implementar agdes que impegam ou reduzam a chance de ocorréncia de determinado risco
ambiental (Andersen et. al., 2004).

Para uma avaliacdo de risco é necessario conhecer 0 maximo de informacgdes possiveis
sobre a espécie que se pretende introduzir no ambiente, a vulnerabilidade do ambiente que
recebera essa espécie, o0 seu potencial de se estabelecer no ambiente e de alcancar novas areas,

bem como suas formas de disperséo, presenca de inimigos naturais, predadores ou parasitas,
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além dos custos associados aos processos de contencdo dessa espécie (Andersenet. al.,2004;
Stohlgrenet. al., 2006). E necessério avaliar também em termos quantitativos e qualitativos a
disponibilidade de recursos ambientais e a vulnerabilidade do ecossistema, conhecer a
abundancia e distribuicdo das espécies nativas e as relagdes ecoldgicas que estabelecem uma
com as outras, bem como caracteristicas abidticas que compdem 0 ecossistema como
temperatura, clima, altitude, precipitacéo, pH, dentre outros (Stohlgren et. al., 2006).

Em relacdo ao ambiente que recebera uma espécie ndo nativa, para que os estudos de
avaliacdo de risco adquiram real confiabilidade, todos os parametros descritos anteriormente
também devem ser analisados em épocas diferentes, tais quais como verdo e inverno, periodo
seco e chuvoso, e por diversas vezes (Stohlgren et. al., 2006). O maior desafio para avaliacdo
de risco ambiental é quantificar, mapear e predizer as interacdes que irdo se firmar entre a
espécie e 0 ambiente, as quais determinardo o estabelecimento da espécie invasora. A partir da
possibilidade de estabelecimento dessa espécie, 0s custos socioecondmicos e ambientais
também devem ser incorporados na avaliacdo de risco, uma vez que pode ocorrer fenbmenos
como a extin¢do de espécies nativas, impactos em espécies de interesse econémico, riscos para
a saude humana, alteracdo na ciclagem de nutrientes (Stohlgrenet. al., 2006).

No caso dos microrganismos exéticos, ndo s6 a avaliacdo de risco quanto a detecgdo de
possiveis impactos sdo ainda mais desafiadoras porque, com excecdo dos organismos
patogénicos, é muito dificil detectar invasdes e efeitos provocados por esses organismos no
ambiente (Cowan et al., 2018; Litchman, 2010; Thakur et al., 2019). Entretanto, conforme
apresentado anteriormente, sdo inimeros os riscos associados & sua liberacdo. Por isso é
necessario realizar uma correta e sistematica avaliacdo de risco do uso deles antes dessa
liberacdo, seja para uso como agentes de controle bioldgico ou remediadores, por exemplo.
Como esses organismos sdo dindmicos e apresentam uma ampla gama de funcdes e atividades
sdo muitas também as possibilidades na avaliacdo de risco ambiental para controle da sua
introducéo.

Ndo se encontra na literatura uma Unica metodologia ou protocolo universal de
avaliacdo de risco da introducdo ambiental de microrganismos, sejam eles exoticos ou néo.
Entretanto, a maioria dos paises utiliza alguma forma de regulamentacéo relativa a importacdo
de organismos exoéticos voltados principalmente para uso no controle biolégico de pragas.
Adicionalmente, se observa ainda um aumento significativo desse rigor como resultado dos
acordos alcancados pela ONU na Convencao sobre Diversidade Biologica (Convencéo sobre
Diversidade Bioldgica (CDB), 2002) como uma abordagem para impedir a propagacdo de
espécies exoticas invasoras (Van Lenteren, 2003). Em diferentes Normativas que tratam da

importacdo e liberagdo ambiental de microrganismos, sejam eles exo6ticos ou ndo, as quais
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foram levantadas e consultadas para a elaboracdo do produto I, observa-se a utilizacdo, ndo sé
pelo Brasil, mas também por diversos outros paises como EUA, Canada, Australia, Nova
Zelandia, dentre outros, além da unido Europeia, protocolos detalhados e com a especificacdo
de testes, avaliacOes e relatorios de dados que sdo necessarios nesse processo. Ha ainda codigos
de condutas internacionais para a importacdo e liberacdo de agentes exoticos de controle
bioldgico, como o cbdigo da FAO de 1995, cujo objetivo é justamente estabelecer
procedimentos para a importacdo, exportacdo e liberacdo segura desses agentes em nivel
aceitavel, internacionalmente, para que tais procedimentos possam ser utilizados quando a
legislacdo nacional de qualquer pais for inadequada ou ndo existir.

De modo geral, dentre os riscos mais preocupantes em relacdo a introducéo intencional
de microrganismos, a possibilidade dele se tornar uma praga ou um patégeno humano é uma
das que mais prevalece. A capacidade de causar doenca, tanto ao homem quanto aos animais ou
vegetais depende do potencial de patogenicidade e viruléncia dos microrganismos, portanto, o
uso de metodologias que permitam acessar essa caracteristica € imprescindivel. Para tanto, deve
ser realizado testes de toxicidade/ecotoxicidade, os quais irdo determinar o grau em que uma
substancia (toxina) ou um organismo pode causar danos a outros organismo vivo. De
preferéncia, os testes devem ser realizados in vivo para avaliar os efeitos nos mais diferentes
organismos e devem ser investigadas diferentes doses para determinar niveis criticos de
concentracOes letais. Além disso, quando os testes in vivo ndo forem possiveis, testes de
patogenicidade/toxicidade in vitro em plantas, animais ou culturas de células humanas podem
ser usados (CEPA, 1999).

Para a analise de toxicidade pode-se basear na quantidade maxima do ingrediente ativo
ou na quantidade de células microbianas que caracterizaa concentracdo maxima de perigo
(MHC) ou dose méxima de risco (MHD). Além disso, outros célculos de parametros
ecotoxicoldgicos podem ser feitas nas analises de toxicidade, como Taxa média Efetiva(ER50)
Dose média Letal (LD50) ou Sem Efeito Observado da Concentracdo (NOEC) e o valor TER
(relacdo toxicidade /exposicao). Além dessa forma de acessar a toxicidade do microrganismo,
pode-se também investigar os genes/proteinas que estdo presentes no genoma de um dado
microrganismo, desde que se tenha o sequenciamento do seu genoma disponivel, em busca de
fatores de viruléncia. Dentre os fatores de virulénciapode-se citar a presenca de genes para a
expressao de Hemolisina e Serralisina para bactérias, assim como fatores de viruléncia que sdo
reguladores de transcricdo (BvgA), expressdo de fimbrias e de bombas de efluxo de drogas e
genes que conferem resisténcia aos mais diferentes compostos antimicrobianos (Bakour et al.,
2016). Para os fungos foi criado o banco de dados de fatores de viruléncia (Lu et al., 2012) que

permite acessar enzimas relacionados a sintese de toxinas e & biodegradagao.
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Além da toxicidade é de fundamental importancia realizar também ensaios de
patogenicidade do agente microbiolégico de controle, além de avaliar sua infectividade,
persisténcia e especificidade em relacdo ao organismo-alvo. Geralmente essas avaliagfes séo
feitas através de testes em fases distintas. Nos testes necessarios para a avaliacdo de risco do
uso de agentes de controle bioldgico realizado pelo IBAMA, por exemplo, em uma primeira
fase por meio de bateria de testes de curta duracdo organismos testes ou indicadores nao-alvo
recebem doses altas do agente de controle. Novas fases com testes mais especificos sao
realizadas e planejadas caso a caso, se efeitos adversos forem observadas nas anteriores com o
objetivo de se obter informagBes mais especificas, tais como efeitos dose-resposta ou efeitos
cronicos (MAPA/ANVISA/IBAMA, 2006). E muito comum também e presente no regimento
de varios paises a imposicao do cultivo em quarentena desses organismos antes do lancamento
no ambiente, para que os testes sejam feitos de forma controlada e em situacdes que simulem o
melhor possivel o ambiente natural. Outro ponto em comum em muitas Resolucbes é a
necessidade de avaliacdo ambiental do microrganismo, a fim de se verificar os mecanismos
pelos quais um microrganismo € introduzido em um ambiente receptor, além de sua expressao
e destino ambiental (CEPA, 1999).

11.6 Identificacdo de especialistas, no Brasil e no exterior, capazes de contribuir
para a avaliacdo de risco ambiental da introducédo de microrganismos exoticos e

em assuntos relacionados a esse tema.

. Itamar Soares de Melo
Pesquisador Embrapa Meio Ambiente
itamar.melo@embrapa.br

Atualmente é pesquisador de Microbiologia Ambiental da EMBRAPA e é orientador de cursos
de pos-graduacao: Microbiologia Aplicada e Biotecnologia da Universidade de S&o Paulo. Ele
fez seu pos-doutorado no King's College e no Birkbeck College, London University. A
pesquisa do Dr. Melo esta focada no desenvolvimento de um entendimento basico de como
avaliar e controlar a atividade microbiana em ambientes perturbados e extremos. Ele tem
influenciado areas de pesquisa na area de ciéncias ambientais, com esforcos em biodiversidade
e bioprospec¢do nos manguezais brasileiros, no Bioma Caatinga e na Antartica. Algumas linhas
de pesquisa incluem estudos sobre diversidade bacteriana de mangue e uso de fungos no
controle bioldgico de doencas de plantas, ecologia de enddéfitos e biorremediacdo de solos
contaminados.
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° Fernando Dini Andreote

Professor do Departamento de Ciéncia do Solo (LSO) da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” (USP/ESALQ).

fdandreo@usp.br

Professor Associado em Microbiologia do Solo na Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz, Universidade de Sdo Paulo. Engenheiro agrénomo e Doutor em Genética e
Melhoramento de Plantas pela mesma instituicdo. Livre Docente em Biologia do Solo pela
ESALQ/USP. Coordenador da Area de Microbiologia do Solo junto a Sociedade Brasileira de
Microbiologia. Representa a International Society for Microbial Ecology (ISME) no Brasil, e €
Membro Afiliado a Academia Brasileira de Ciéncias. Atua na area de Microbiologia do Solo e
Ambiental, com enfoque em andlises independentes de cultivo de comunidades microbianas.
Estuda comunidades microbianas em areas naturais, como os biomas Mata Atlantica, Caatinga
e Manguezais, e em areas de producdo agricola. Tem como objetivo principal gerar
conhecimento para o desenvolvimento de uma agricultura mais produtiva e sustentavel, tendo a
biologia do solo como base de inovacgao.

o Rodrigo Mendes
Pesquisador Embrapa Meio Ambiente
rodrigo.mendes@embrapa.br

Rodrigo Mendes é Chefe de Pesquisa e Desenvolvimento da Embrapa Meio Ambiente, onde
atua como pesquisador no Laboratério de Microbiologia Ambiental. Trabalhou como
pesquisador associado (Postdoctoral Fellow - NWO grant) no grupo de Ecologia Bacteriana e
Gendmica do Laboratdrio de Fitopatologia da Universidade de Wageningen. Foi pesquisador
visitante na Universidade de Lausanne, Suica, no Lawrence Berkeley National Lab, Estados
Unidos, no Rothamsted Research, Reino Unido, e professor convidado no Instituto lsaac
Newton da Universidade de Cambridge, Reino Unido. Em 2011 publicou uma importante
descoberta na revista Science revelando como comunidades bacterianas defendem naturalmente
as plantas contra infec¢Ges causadas por patdgenos de solo. Em colaboragdo com diversos
grupos de pesquisa internacionais seus projetos focam no estudo do microbioma das plantas
(rizosfera).

° Vera LUcia dos Santos

Professora do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB)
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)

verabio@gmail.com
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Vera Ldcia possui graduacdo em Agronomia pela Universidade Federal de Vigosa (1990),
mestrado em Microbiologia Agricola (1992) e doutorado em Genética e Melhoramento pela
Universidade Federal de Vigosa (1997) e pos-doutorado nas areas de Microbiologia ambiental e
Biotecnologia ambiental pela Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Tem experiéncia
na area de Biotecnologia e Microbiologia, com énfase em Microbiologia Industrial e ambiental
e genética de Microrganismos. Atualmente é professora associada 3 (DE) da UFMG e Chefe do
Laboratério de Microbiologia Aplicada do Departamento de Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFMG. E bolsista de produtividade em pesquisa (2) do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico e orientador pleno do Programa de
Pds-graduacdo em Microbiologia da UFMG (nivel 7), Mestrado Profissional e do Curso de
Especializagdo em Microbiologia Aplicada, o qual coordena desde 2015.

o Zilda Maria de Araujo Ribeiro
Analista em Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

zilda.ribeiro@embrapa.com.br

Possui graduacdo em Ciéncias Bioldgicas pela Universidade de Brasilia (1976) e mestrado em
Fitopatologia pela Universidade de Brasilia (1993), com dissertacdo sobre controle bioldgico da
murcha do tomateiro.Trabalha como bidloga para a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria desde 1977. Até 1989, desenvolveu atividades de organizacdo de informacdo
cientifica na Embrapa Sede. A partir de 1990, passou a atuar na area de pesquisa,
desenvolvendo suas atividades na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, onde
atualmente é Analista em Pesquisa no Laboratorio de Virologia de Insetos. Tem experiéncia na
area de Fitopatologia e Microbiologia, trabalhou com fungos fitopatogénicos para controle
bioldgico de plantas invasoras. Desde 1999, participa de projetos de pesquisa com énfase em
Virologia de insetos, atuando principalmente nos seguintes temas: controle bioldgico, virus
entomopatogénicos, baculovirus, multiplicacdo viral em cultura de células de insetos e insetos
pragas agricolas. Participa da organizacdo do evento "Encontro do Talento Estudantil* da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia desde 1999, que vem coordenando a partir de sua
décima primeira edi¢cdo em 2006

o Sueli Correa Marques de Mello
Pesquisadora em Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

sueli.mello@embrapa.com.br

Possui graduacdo em Engenharia Agronémica pela Universidade de Brasilia, area de
concentracdo Engenharia Rural, mestrado em Ciéncias Bioldgicas com concentracdo em
Fitopatologia e doutorado em Fitopatologia, também pela Universidade de Brasilia. Atualmente
é pesquisadora da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria e colabora no Curso de Pds-
Graduacdo em Fitopatologia da UnB, como professora da Disciplina Controle Bioldgico de
Fitopatdgenos, orientadora de Mestrado e Doutorado. Tem experiéncia na area de producéo
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vegetal, pesquisa na avaliacdo e conservacédo de germoplasma vegetal em condicdes de campo,
assisténcia técnica a agricultores, diagnostico e controle de pragas e doencas, patologia de
sementes. Na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia desenvolve pesquisa em
conservacao de recursos genéticos microbianos e controle bioldgico. Responde pelo Banco de
Recursos Genéticos Microbianos do CENARGEN, junto ao Conselho de Patrim6nio Genético
(CGEN). E membro do Grupo de Microrganismos da Rede de Recursos Genéticos dos Paises
do Cone Sul (Regensur-Procisur).

o Rose Gomes Monnerat Solon de Pontes
Pesquisadora em Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

rose.monnerat@embrapa.com.br

E graduada Ciéncias Bioldgicas pela Universidade de Brasilia (1984), realizou o doutorado em
Agronomia na Ecole Nacionale Agronomique de Montpellier (1995) e pos-doutorado na
Universidade de Cardiff (2011). E pesquisadora A da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia uma das unidades da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, onde
coordena o Grupo de pesquisas em controle bioldgico e a Plataforma de Criacdo de insetos. E
presidente do Portfolio de Controle Biolégico da Embrapa, professora associada da pos-
graduacdo da Agronomia na Universidade de Brasilia e Membro Suplente do Conselho
Superior da Fundacdo de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal. Tem experiéncia na area de
Microbiologia, com énfase em Bacterologia, atuando principalmente nos seguintes temas:
controle bioldgico, produtos biologicos a base de Bacillus thuringiensis e de Bacillus
sphaericus. E responsavel pelos projetos de desenvolvimento de bioinseticidas & base de
Bacillus thuringiensis e Bacillus sphaericus na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
que originaram produtos para controle de Culex spp., Anopheles spp., Aedes spp., Simulium
spp, Anticarsia gemmatalis, Plutella xylostella, Spodoptera spp.

o Rogerio Biaggioni Lopes
Pesquisador em Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
rogerio.lopes@embrapa.com.br

Possui graduacdo em Engenharia Agrondmica pela Universidade de Sdo Paulo, ESALQ-USP
(1995), mestrado (1999) e doutorado (2005) em Entomologia pela Universidade de S&o Paulo,
ESALQ-USP e atuou como cientista visitante por um ano (2015-2016) no Bio-Protection
Research Centre, Nova Zelandia. Pesquisador da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Cenargen) desde 2008. Experiéncia na area de Entomologia, com énfase em Patologia e
Controle Microbiano de Pragas, atuando principalmente nos seguintes temas: identificacdo e
caracterizagdo de fungos de invertebrados, patologia de insetos e acaros, producdo e
formulagdo de fungos, cole¢Ges de microrganismos, aplicagdo de microrganismos para o
controle de pragas em sistemas agricolas.
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o Maria Elita Batista de Castro
Pesquisadora Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
elita.castro@embrapa.com.br

Possui graduagdo em Ciéncias Bioldgicas (modalidade Biologia Molecular) pela Universidade
de Brasilia (1975), mestrado em Biologia Molecular pela Universidade de Brasilia (1988) e
doutorado em Virologia Molecular pela Universidade de Brasilia / Texas Tech University (TX-
USA) (1995). Trabalha na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) desde
1978, e exerce o cargo de Pesquisador na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(CENARGEN) desde 1988. Atua como Curadora da Cole¢do de Virus de Invertebrados do
CENARGEN desde 1996.Também é Pesquisadora Colaboradora Plena pelo Departamento de
Biologia Celular da Universidade de Brasilia (UnB) e professora credenciada pelo programa de
pos-graduacdo da Biologia Molecular da mesma Universidade (UnB). Tem experiéncia na area
de Biologia Molecular, com énfase em Virologia de insetos, atuando principalmente nos
seguintes temas: biologia molecular de baculovirus, cultura de células de insetos, e controle
bioldgico de pragas agricolas e florestais.

o Carlos Augusto Rosa

Professor Titular do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)

carlrosa@ich.ufmg.br

Possui graduacdo em Ciéncias Bioldgicas pela Universidade Federal de Minas Gerais (1984),
mestrado em Ciéncias Bioldgicas (Microbiologia) pela Universidade Federal de Minas Gerais
(1989), doutorado em Ciéncias (Microbiologia) pela Universidade Federal do Rio de Janeiro
(1993), e pos-doutorado no Department of Plant Sciences da University of Western Ontario,
Canada. Professor Titular do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Atualmente exerce o
cargo de Diretor do ICB da UFMG (2018-2022). Foi vice-diretor do ICB da UFMG (mandato
2014-2018). E membro do comité assessor (CA) do CNPq na area de Microbiologia e
Parasitologia (2017-2020). Ja foi coordenador do Centro de Extensdo do ICB, Colegiado do
Curso de Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas da UFMG, Nucleo de Apoio a Pesquisa (NAPQ)
do ICB. Atua em disciplinas de graduagdo e de po6s-graduacdo. Tem experiéncia na area de
pesquisa em Microbiologia, com énfase em Micologia. A principal linha de pesquisa
desenvolvida é sobre taxonomia de leveduras, participando da descri¢do de mais de 80 espécies
novas para a ciéncia. Curador do acervo de leveduras e bactérias da Colecdo de Micro-
organismos e Células da UFMG (credenciada como fiel depositaria de amostra do componente
do patriménio genético pelo CGEN).Também atua nos nos seguintes temas: Biodiversidade de
leveduras em ecossistemas brasileiros, diversidade de linhagens de Saccharomyces cerevisiae, e
fermentacdo para a producdo de cachaca, cervejas especiais e queijos artesanais. Além disso,
desenvolve pesquisas relacionadas com microbiologia de ecossistemas aquaticos, producéo de
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substancias antimicrobianas por leveduras e fungos filamentosos, caracterizacao fisioldgica e
molecular de leveduras de interesse clinico. Atualmente, como uma das principais linhas de
pesquisa, atua na bioprospeccgédo de leveduras da biodiversidade brasileira capazes de fermentar
D-xilose para a producédo de bioetanol, tendo descrito diversas novas espécies de leveduras com
esta caracteristica biotecnoldgica.

o Marcos Rogério Tétola
Professor Titular da Universidade Federal de Vigosa (UFV)

totolaufv@gmail.com

Possui graduagdo em Agronomia pela Universidade Federal de Vigosa (1984), mestrado em
Microbiologia Agricola pela Universidade Federal de Vigosa (1993) e doutorado em Fisiologia
Vegetal pela Universidade Federal de Vigcosa (1998). Atualmente é professor Titular da
Universidade Federal de Vicosa. Tem experiéncia na area de Microbiologia, com énfase em
Ecologia Microbiana, Microbiologia Ambiental e do Petréleo e Microbiologia dos Solos,
atuando principalmente nos seguintes temas: biorremediagdo, biocimentacdo, avaliacdo de
comunidades microbianas por meio de métodos moleculares, avaliacdo e interpretacdo de
indicadores microbioldgicos de qualidade de solos e aguas e avaliagdo da sustentabilidade
ambiental da producdo agricola e florestal.

° Alexandre Soares Rosado

Professor Titular da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Professor Visitante
na UC Davis (Universidade da Califérnia - Davis)

asrosado@micro.ufrj.br

Professor Titular da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Professor Visitante na UC Davis
(Universidade da Califérnia - Davis). Bacharel e Licenciado em Ciéncias Biologicas, Mestre
em Ciéncias (Microbiologia), Doutor em Ciéncias (Microbiologia) pela UFRJ e Wageningen
University and Research (WUR), Wageningen, Holanda. Diretor do Instituto de Microbiologia
Paulo de Gdes (2010-2014), Vice-Presidente da Sociedade Brasileira de Microbiologia (SBM =
2009 -2013), Pesquisador Associado do AquaRio, foi membro da CTNBIO (sub-area Meio
Ambiente e sub-area Vegetal) e de grupos técnicos do Ministério do Meio Ambiente,Embrapa,
SBM e MCTI. Editor associado dos periddicos cientificos: Journal of Microbiological
Methods, BMC Microbiology e Frontiers in Microbiology (tendo sido ainda Editor Associado
dos periddicos: Brazilian Journal of Microbiology (BJM) e International Journal of
Biodiversity). Foi um dos fundadores da ECOCYCLE (Startup de Biotecnologia e Servigos
Ambientais/BioRio) e do Pdlo de Biotecnologia BIOINOVAR da UFRJ. E membro
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