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APRESENTAÇÃO

O termo “genética” nos últimos anos ganhou uma conotação cada vez mais 
importante e acessível à população. Podemos dizer que a genética saiu da rotina 
laboratorial e da sala de aula para adentrar as casas da população, seja por informação 
ou na forma de produto. Isso porque a revolução tecnológica contribuiu grandemente 
com o avanço no campo da pesquisa básica e aplicada à genética, e as descobertas 
propciadas por tecnologias mais apuradas possibilitaram um entendimento mais amplo 
desta importante área.

A genética como sabemos possui um campo vasto de aplicabilidades que podem 
colaborar e cooperar grandemente com os avanços científicos e tecnológicos. O 
acelerado mundo das descobertas científicas caminha a passos largos e rápidos no 
sentido de transformar a pesquisa básica em aplicada, portanto é relevante destacar que 
investimentos e esforços nessa área contribuem grandemente com o desenvolvimento 
de uma nação. 

O livro  “Inventários e Recursos Genéticos” aqui apresentado, aborda assuntos 
relativos aos avanços e dados científicos publicados de cunho voltado para a utilização 
dos recursos genéticos disponíveis na área ambiental, microbiológica dentre outras 
diversas que cientistas tem gastado esforços para compreender. Assim, são diversas 
as possibilidades de aplicações genéticas em diversos campos, neste livro tentaremos 
otimizar os conceitos dos recursos genéticos abordando plantas medicinais, 
segurança alimentar, sanidade animal, microrganismos patogênicos, identificação 
molecular, caracterização morfoagronômica, Banco de DNA, metabólitos secundários, 
melhoramento genético, análise multivariada, bioinformática, expressão de genes, 
viabilidade polínica, Germoplasma, recursos genéticos, cultivares, Qualidade de 
sementes; seleção de plantas; melhoramento genético da mamoneira, simulações 
em Easypop, fluxo gênico, fragmentação florestal, análise de diversidade genética de 
Nei, Coeficientes de endogamia,  demonstrando ferramentas genéticas e moleculares 
usadas em diferentes estudos que estão diretamente relacionados ao dia-a-dia da 
população.

Desejamos que este material possa somar de maneira significativa aos 
novos conceitos aplicados à genética Parabenizamos cada autor pela teoria bem 
fundamentada aliada à resultados promissores, e principalmente à Atena Editora 
por permitir que o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que as novas 
gerações se interessem cada vez mais pelo ensino e pesquisa em genética.

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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USO DE DADOS GENÔMICOS COMO INDICADORES 
DE IDENTIDADE E QUALIDADE NA GESTÃO DE 

COLEÇÕES MICROBIOLÓGICAS

CAPÍTULO 22

Luciana de Almeida
Universidade Tecnológica Federal do Paraná, 

Programa de Pós-graduação em  
Ponta Grossa – Paraná  

Mariely Cristine dos Santos
Universidade Tecnológica Federal do Paraná, 

Programa de Pós-graduação em  
Ponta Grossa – Paraná  

Mariana Machado Fidelis Nascimento 
Universidade Tecnológica Federal do Paraná, 

Programa de Pós-graduação em  
Ponta Grossa – Paraná  

Luciano Medina-Macedo
Universidade Tecnológica Federal do Paraná, 
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Juliana Vitória Messias Bittencourt  
Universidade Tecnológica Federal do Paraná, 

Programa de Pós-graduação em  
Ponta Grossa – Paraná  

RESUMO: As coleções de culturas têm grande 
importância na conservação e manutenção 
dos mais diversos microrganismos (bactérias, 
leveduras e fungos filamentosos) auxiliando 
desta forma na preservação do patrimônio 
genético de nosso país. O presente estudo 
buscou utilizar dados de sequências de DNA 
para confirmar a identidade taxonômica dos 
isolados depositados na Coleção Microbiológica 

de Interesse Biotecnológico (CMIB). Todas 
os isolados depositados tiveram seu DNA 
genômico extraídos por diferentes técnicas. 
A amplificação e sequenciamento, dos DNAs 
extraídos, foi realizada por primers específicos 
para cada grupo de microrganismo (bactérias, 
fungos filamentosos e leveduras). Com o uso 
das técnicas moleculares foi possível identificar 
a espécie de 90% isolados depositados na 
CMIB.  
PALAVRAS-CHAVE: conservação, 
microrganismos, Interesse biotecnológico

USE OF GENOMIC DATA AS INDICATORS 

OF IDENTITY AND QUALITY IN THE 

MANAGEMENT OF MICROBIOLOGICAL 

COLLECTIONS

ABSTRACT: The cultures collections have great 
importance in the conservation and maintenance 
of the most diverse microorganisms (bacteria, 
yeasts, and filamentous fungi), helping in the 
preservation of the genetic patrimony of our 
country. The present study aimed to use DNA 
sequencing data to confirm the taxonomy of 
the isolates deposited in the Microbiological 
Collection of Biotechnological Interest (CMIB). 
All the deposited isolates had their genomic 
DNA extracted by different techniques. The 
amplification and sequencing of this DNA were 
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performed by specific primers for each microrganism group (bacteria, filamentous fungi, 
and yeasts). With the use of molecular analysis techniques, it was possible to identify 
90% of the data deposited in the CMIB.
KEYWORDS: conservation, microorganisms, Biotechnological interest

 

1 | 	INTRODUÇÃO 

Atualmente o tema biodiversidade tem sido muito abordado e estudado, uma 
vez que o conhecimento acerca da biodiversidade nos permite esclarecer e conhecer 
a composição da comunidades de organismos, bem como suas interações no 
ambiente em que estão inseridos (OLIVEIRA; SETTE; FANTINATTI-GARBOGGINI, 
2006, CARDOSO et al., 2011). De acordo com Manfio (2003) no Brasil diferentes 
grupos de pesquisa tem se dedicado intensivamente  no estudo da diversidade de 
microrganismos, sendo que a diversidade taxonômica é mais conhecida e melhor 
documentada para fungos filamentosos.

As coleções biológicas são um conjunto de organismos ou partes destes, 
preservados fora do ambiente natural (ARANDA, 2014). Nestes centros se realizam a 
identificação, catalogação, documentação da biodiversidade, compostos por diferentes 
acervos que representam uma coleção de dados da biodiversidade, garantindo desta 
forma o seu registro histórico (VAZOLLER; CANHOS, 2005, SILVA e SÁ, 2016). Dentre 
as finalidades das coleções biológicas tem-se, o conhecimento e registro histórico da 
biodiversidade, bem como o armazenamento seguro e eficiente  de tais materiais de 
origens diversas, permitindo desta forma que estejam acessíveis para futuros acessos 
(KURY et al., 2006; SILVA e SÁ, 2016). 

O armazenamento de material biológico e suas informações de espécie e 
população são essenciais para compreensão da vida no planeta, para projeção de 
cenários futuros, entendimento de mudanças da biodiversidade e seus impactos, 
também possui papel relevante para a saúde pública, agropecuária entre outros 
setores (KURY et al., 2006). ‘

As coleções biológicas, em específico as de microrganismos, de maneira geral 
contribuem substancialmente para setores de pesquisa e inovação no país, uma vez 
que as informações contidas em tais acervos estabelecem estratégias rápidas para 
desenvolvimento tecnológico e científico  de diferentes setores econômicos (SILVA 
E SÁ, 2016, PAIVA et al. 2013). Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi utilizar 
dados de sequências de DNA como forma de confirmar a identidade taxonômica dos 
depósitos da CMIB - Coleção Microbiológica de Interesse Biotecnológico da UTFPR/
Ponta Grossa.
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2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

2.1	Linhagens da coleção microbiológica de interesse biotecnológico

A “Coleção Microbiológica de Interesse Biotecnológico” conta com um total de 149  
isolados, os quais foram depositados por diferentes pesquisadores da Universidade 
Tecnológica Federal do Paraná e outras instituições. Deste total de isolados, apenas 
12 possuem identificação molecular. Por este motivo foi  realizada a identificação 
molecular para os 137 isolados não identificados da CMIB, através da análise de 
regiões ITS para fungos e leveduras, e regiões 16S para bactérias. 

2.2	Identificação molecular

A extração de DNA para fungos e leveduras foi realizada de acordo com 
metodologia estabelecida por Vicente et al. (2008). A colônia do microrganismo (fungos 
e leveduras) cultivados em meio Ágar Sabouraud foi raspada com auxílio de um bisturi 
e transferidas para microtubos de PCR de volume 1,5mL contendo tampão CTAB e 
uma mistura de sílica em pó (sílica gel/celite 2:1). O material foi triturado e adicionado 
clorofórmio obtendo-se fases. À fase aquosa foi coletada e transferida para tubos 
esterilizados, acrescentado etanol para a precipitação do DNA. Após a precipitação do 
DNA, foi procedida a lavagem com álcool 70% gelado. 

Para bactérias a extração de DNA foi realizada de acordo com o protocolo de 
Moreira et al. (2010). Os isolados foram cultivados em Caldo Nutriente e após o período 
de incubação, as culturas foram centrifugadas a 49000 x g por 2 min e o sedimento 
transferido para um microtubo de volume 1,5mL, contendo uma mistura de sílica em pó 
e celite 2:1, e tampão CTAB. Em seguida, foi aplicado três pulsos (30 seg) de ultrassom 
(potência 70), com intervalos de 30 s entre cada pulso, em banho de gelo, utilizando 
disruptor de célula ultrassônico. O DNA obtido dos diferentes microrganismos, pelos 
diferentes métodos de extração, teve sua qualidade e integridade verificada em gel de 
agarose 0,8%, corado com brometo de etídio.

Para a amplificação e sequenciamento das regiões específicas para cada 
microrganismo (bactérias, leveduras e fungos) oligonucleotideos foram selecionados, 
levando-se em consideração a especificidade de cada microrganismo, para que 
a correta identificação dos isolados possa ser realizada. Em relação aos isolados 
de bactérias foi realizado o sequenciamento da região 16S a qual normalmente é 
suficientemente grande (1500 pb) para fins de análise. Para fungos e leveduras foi 
realizado o sequenciadas da região ITS.

A edição das sequências foi realizada com o auxílio do pacote do programa 
Staden versão 1.6 (STADEN; JUDGE; BONFIELD, 2001). As sequências obtidas foram 
comparadas com sequências existentes no coleção de dados NCBI pelo programa 
BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) e do Instituto Westerdijk (http://www.westerdijkinstitute.
nl/Collections/), permitindo a detecção de similaridade com sequências caracterizadas 



Inventário de Recursos Genéticos Capítulo 22 229

já existentes. Em seguida, as sequências foram alinhadas usando o programa MAFFT 
(KATOH, 2002) e inspecionadas visualmente pelo programa MEGA versão 6 (TAMURA 
et al., 2013). 

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os microrganismos depositados na CMIB possuem grande potencial biotecnológico, 
sendo que alguns ainda não tiveram ainda seu potencial completamente elucidado e 
explorado. O quadro 1 apresenta os grupos de microrganismos depositados na CMIB, 
bem como seu possível potencial biotecnológico. De acordo com Aranda (2014) os 
acervos de coleções servem como repositórios de material biológico à pesquisa 
científica, além de subsidiar atividades de ensino e importante prestação de serviços.

Procariontes Bactérias 

Patógenos alimentares, Microrganismos indicadores de 
qualidade microbiológica, indicadores de eficiência na 
esterilização, produtores de biofilmes e celulose bacteriana, 
biossurfactante, biorremediação.  
Linhagens padrão adquiridas de instituições certificadas, e 
com identificação molecular, ex.: ATCC, INCQS 

Eucariontes 

Fungos 

Microrganismos endofíticos com potencial de bioprospecção, 
obtidos de Bambu.  
Microrganismos obtidos de Furna com potencial de produção 
de celulase.   
Linhagens utilizados no controle de pragas e doenças e 
estimuladores de crescimento da planta em substituição aos 
agrotóxicos e fertilizantes.

Leveduras

Linhagens com potencial biotecnológico na produção 
de aromas frutais e florais em fermentações de sidras e 
fermentados de maçã.  
Fermentos naturais extraídos de alimentos (batata, uva, cana, 
maçã, iogurte) com potencial biotecnológico a ser explorado. 
Sacharomyces cerevisea proveniente da produção de 
cervejas com uso potencial na produção de outros alimentos 
e bebidas.  

Quadro 1: Grupos/classes de Microrganismos depositados na CMIB 
Fonte: Almeida, 2018 

De um total de 149 acessos que a CMIB contabilizava até Julho de 2018, cerca de 
50% não apresentavam uma identificação precisa da espécie, e apenas 12 linhagens 
tinham sua identidade conhecida por se tratarem de linhagens tipo de coleções oficiais. 
Muitos dos microrganismos depositados haviam sido identificado, apenas através da 
caracterização fenotípica baseada nas características da morfologia das colônias e 
ainda no caso dos fungos observação de estruturas reprodutivas. De acordo com Paiva 
et al. (2013)  caracterização fenotípica fornece informações muito importantes quanto 
as características fisiológicas e bioquímicas dos microrganismos como informações 
de cultivo e adaptabilidade, temperatura e pH ótimos de crescimento, fermentação de 
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açúcares, atividades enzimáticas,
Com o sequenciamento do DNA das linhagens foi possível identificar  90% dos 

microrganismos depositados a nível de espécie, enquanto que outros 10% foram 
identificados a nível de gênero, principalmente por se tratarem de novos acessos 
nunca antes caracterizados por sequências de DNA. Atualmente métodos genotípicos 
de identificação baseados principalmente no sequenciamento do DNA ribossomal 
(rDNA) tem sido muito utilizado para identificação e estudos da taxonomia (PAIVA et al. 
2013), O estudo de Oliveira; Sette; Fantinatti-Garboggini, (2006) aponta que o grande 
volume de dados genômicos gerados de diferentes microrganismo tem possibilitado o 
desenvolvimento da biologia básica e aplicada, demonstrando assim a importância da 
identificação molecular destes organismos.

Esta caracterização molecular assegura não somente a identidade das amostras, 
mas também os Procedimentos Operacionais Padrões (POP’s) mais indicados a 
serem aplicados para cada tipo de microrganismo. Este conjunto de informações 
asseguradas somente através do sequenciamento genômico permitem que o acesso 
destes microrganismos sejam facilitados para desempenhar processos biotecnológicos 
específicos. Aranda (2014) relata que o  compartilhamento de dados ecológicos e 
taxonômicos, o desenvolvimento de metodologias de caracterização molecular 
como alguns dos fatores que podem levar ao impacto positivo no desenvolvimento 
de bioprodutos nas áreas de saúde, ambiente e indústria, mostrando desta forma 
a importância do conhecimento acerca da identidade molecular dos organismos 
depositados em coleções de culturas. 

4 | 	CONSIDERAÇÕES FINAIS

No presente capítulo abordamos o uso de técnicas moleculares na identificação de 
microrganismos e como tais informações moleculares podem interferir diretamente na 
gestão de uma coleção de culturas microbiológicas. Atualmente as técnicas moleculares 
tem se tornado imprescindíveis na identificação correta de microrganismos, bem como 
permite conhecer a biodiversidade mantida e consequentemente leva a exploração 
da biodiversidade quanto ao seu potencial biotecnológico com maior segurança. O 
conhecimento da identidade taxonômica  possibilita o desenvolvimento seguro de 
novos bioprocessos, capazes de produzir produtos com valor agregado e que tragam 
o desenvolvimento científico, tecnológico e econômico para toda a sociedade, através 
do desenvolvimento de novas indústrias de base biotecnológica.

Adicionalmente, estudos recentes voltados para a bioprospecção de diversidade 
microbiológica com potencial para desempenhar processos biotecnológicos específicos,  
mostrou que através do uso técnicas de metagenômica, a qual é baseada em 
sequenciamento genômico, tem permitido identificar a existência de microrganismos 
de difícil cultivo e que naturalmente existem em quantidades reduzidas em amostras 
complexas, mas que quando cultivados nas condições adequadas são capazes de 
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serem isolados de maneira segura e eficiente. Mostrando dessa forma como técnicas 
baseadas na identificação molecular podem auxiliar também na bioprospecção de 
microrganismos específicos se tornando assim uma técnica alternativa e muito útil.
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