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Resumo: A caracterizagdo da diversidade microbiana passou por uma transformagéo
metodoldgica profunda nas ultimas décadas. Abordagens baseadas em cultivo, fundamentais
para a descrigao fenotipica, fisioldgica e funcional de microrganismos, revelam apenas afragéo
cultivavel das comunidades e podem introduzir vieses relacionados ao meio, as condigdes
de incubagéo e as interagdes ecoldgicas. O desenvolvimento de técnicas independentes de
cultivo, como hibridizagao fluorescente in situ, PCR, DGGE e T-RFLP, ampliou a capacidade
de detectar e comparar comunidades diretamente em amostras ambientais. Posteriormente,
0 sequenciamento de amplicons em larga escala, a inferéncia de variantes de sequéncia de
amplicons e o0 avancgo da bioinformatica permitiram analises taxondmicas mais reprodutiveis
e de maior resolugdo. A metagendmica shotgun, a metatranscriptémica, a metaprotedmica e
a metabolémica deslocaram o foco da simples descrigdo taxondmica para a investigagdo do
potencial funcional e da atividade das comunidades. Mais recentemente, o sequenciamento
de leituras longas e a recuperagdo de genomas montados a partir de metagenomas tém
aumentado a resolugdo em nivel de espécie e linhagem. Este capitulo revisa a evolugéo
dessas metodologias, discute suas principais aplicagdes e limitagdes e apresenta critérios para
a selecdo de estratégias analiticas em microbiologia ambiental. A tendéncia contemporanea
é a integracdo entre cultivo, sequenciamento, bioinformatica e abordagens multidmicas,
reconhecendo que nenhuma técnica isolada descreve integralmente a estrutura e a fungéo
de um microbioma.
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Abstract: The characterization of microbial diversity has undergone a profound methodological
transformation in recent decades. Culture-based approaches remain essential for phenotypic,
physiological, and functional characterization, but they reveal only the cultivable fraction
of microbial communities and may introduce biases related to growth media, incubation
conditions, and ecological interactions. Culture-independent methods such as fluorescence
in situ hybridization, PCR, DGGE and T-RFLP expanded the ability to detect and compare
microorganisms directly in environmental samples. High-throughput amplicon sequencing,
amplicon sequence variant inference and modern bioinformatics subsequently increased
taxonomic resolution and reproducibility. Shotgun metagenomics, metatranscriptomics,
metaproteomics and metabolomics shifted microbiome research from taxonomic description
toward functional potential and activity. More recently, long-read sequencing and metagenome-
assembled genomes have improved species- and strain-level resolution. This chapter reviews
the evolution of these methods, discusses their applications and limitations, and presents
criteria for selecting analytical strategies in environmental microbiology. Current practice
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increasingly integrates cultivation, sequencing, biocinformatics, and multi-omics, recognizing
that no single method can fully describe the structure and function of a microbiome.

Keywords: microbiome; microbial diversity; sequencing; metagenomics; bioinformatics.

INTRODUCAO

Os microrganismos participam de processos essenciais & manutencao dos
ecossistemas, incluindo decomposicao da matéria organica, ciclagem de nutrientes,
transformagdes redox, produg¢do e consumo de gases e degradacado de compostos
naturais ou antropogénicos. Em ambientes naturais e contaminados, a estrutura
das comunidades microbianas pode responder rapidamente a mudangas de
disponibilidade de nutrientes, condi¢des fisico-quimicas e presenga de poluentes.
Por essa razao, compreender quem esta presente, em que abundancia e com quais
capacidades metabdlicas constitui uma questéo central da microbiologia ambiental.

Durante grande parte da histéria da microbiologia, o conhecimento da
diversidade microbiana esteve condicionado a capacidade de isolar e cultivar
organismos em laboratério. O cultivo permitiu descrever morfologia, fisiologia,
metabolismo e interagdes com substratos, além de produzir linhagens de referéncia.
Entretanto, a dependéncia de condigbes artificiais de crescimento limita a fracao
da comunidade que pode ser recuperada. O proprio trabalho que deu origem a
este capitulo enfatizava que métodos de cultivo forneciam uma visdo parcial das
comunidades e que a biologia molecular ampliava o acesso a diversidade nao
cultivada.

A evolugdo metodolégica ocorreu em etapas sobrepostas, e nao por
substituicdo absoluta. Métodos de cultivo continuaram relevantes enquanto
surgiram abordagens baseadas em acidos nucleicos, inicialmente direcionadas a
alvos especificos e posteriormente capazes de gerar milhdes de sequéncias por
amostra. A transicao de perfis de bandas e sondas especificas para sequenciamento
massivo, metagendmica e multibmica alterou tanto a escala quanto o tipo de
pergunta possivel. Hoje, o desenho experimental deve partir da pergunta biolégica
e escolher, entre diferentes niveis de resolugédo, a combinagdo metodoldgica mais
adequada.

Este capitulo apresenta uma revisdo narrativa e atualizagao conceitual da
evolugdo das metodologias de avaliagdo da diversidade microbiana, com énfase
em amostras ambientais. Sao discutidos métodos dependentes de cultivo, técnicas
moleculares classicas, sequenciamento de genes marcadores, metagenémica
shotgun, abordagens funcionais, leituras longas, bioinformatica e integragéo
multidmica. O objetivo ndo é estabelecer uma técnica universalmente superior,
mas demonstrar como diferentes estratégias respondem a perguntas distintas e
possuem vieses proprios.
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METODOS DEPENDENTES DE CULTIVO

O cultivo em meios sélidos ou liquidos foi a base da microbiologia classica
e permanece indispensavel quando o objetivo envolve obtengdo de biomassa,
caracterizacgao fisioldgica, testes metabdlicos, avaliagdo de atividade enzimatica,
determinagdo de tolerancia a contaminantes ou aplicacdo biotecnolégica de
linhagens. A selegdo de fontes de carbono, nitrogénio, aceptores de elétrons,
salinidade, pH, temperatura e condigcbes de oxigenacdo pode favorecer grupos
especificos e permitir o enriquecimento de populacdes de interesse.

Acontagem em placas fornece estimativas de unidades formadoras de col6nia
e pode ser particularmente util para acompanhar microrganismos heterotréficos
viaveis ao longo de experimentos. Meios seletivos e diferenciais, por sua vez,
permitem explorar caracteristicas metabolicas especificas. Sistemas baseados na
utilizagao de diferentes fontes de carbono, como microplacas de perfil fisioldgico,
ampliaram a comparagéo funcional entre isolados e comunidades cultivaveis.

A principal limitacao é o viés de cultivabilidade. A auséncia de crescimento
ndo significa auséncia do organismo na amostra. Dependéncias metabdlicas,
crescimento lento, formagao de biofilmes, exigéncias nutricionais desconhecidas
e interagbes entre espécies podem impedir a recuperagdo em condigdes
laboratoriais. Além disso, organismos de crescimento rapido podem dominar placas
e enriquecimentos, produzindo estimativas distorcidas da abundancia relativa da
comunidade original.

Apesar dessas limitagbes, a chamada ‘era pds-cultivo’ ndo eliminou a
importancia da cultura. Estratégias contemporaneas de culturomics, cocultivo,
meios de baixa concentragcado de nutrientes, simulagdo de condi¢gdes ambientais e
dispositivos de cultivo in situ procuram recuperar microrganismos antes considerados
nao cultivaveis. Em estudos aplicados, o isolamento continua sendo necessario para
demonstrar experimentalmente fungdes que dados de sequéncia apenas sugerem.

METODOSFENOTIPICOSEFISIOLOGICOS DECOMUNIDADES

Antes da expansdo do sequenciamento, a diversidade de comunidades
também foi inferida por perfis metabdlicos e componentes celulares. A utilizagéo
diferencial de substratos de carbono permitiu comparar capacidades catabélicas entre
comunidades, enquanto perfis de acidos graxos de fosfolipidios foram empregados
como marcadores de biomassa e de grandes grupos microbianos. Essas abordagens
tiveram importancia histérica por permitir comparag¢des quantitativas entre amostras
sem depender exclusivamente da identificagdo taxondmica de isolados.

O valor atual desses métodos esta sobretudo na complementaridade. Perfis
fisioldgicos podem indicar mudangas funcionais que nao sao diretamente inferiveis
da composicdo taxondmica, enquanto biomarcadores lipidicos podem fornecer
estimativas independentes de biomassa. Entretanto, a resolugdo taxondmica é
limitada e diferentes organismos podem compartilhar assinaturas semelhantes.
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Assim, seu uso contemporéaneo € mais robusto quando integrado a dados
moleculares e ambientais.

PRIMEIRASABORDAGENSMOLECULARESINDEPENDENTES
DE CULTIVO

A introdugdo de métodos baseados em DNA e RNA permitiu investigar
microrganismos diretamente nas amostras, reduzindo a dependéncia do cultivo.
O gene do RNA ribossomal 16S tornou-se um dos principais marcadores para
bactérias e arqueias por combinar regiées conservadas, adequadas ao desenho
de iniciadores, com regides variaveis Uteis para discriminagdo taxondémica. Para
fungos, regides do espacador transcrito interno (ITS) passaram a ser amplamente
empregadas como marcadores.

A hibridizagdo fluorescente in situ (FISH) utiliza sondas oligonucleotidicas
marcadas para detectar sequéncias-alvo em células preservadas. Uma vantagem
importante € manter informagao espacial e permitir visualizagdo e quantificacao de
grupos especificos no contexto da amostra. A técnica, porém, exige conhecimento
prévio do alvo, desenho adequado de sondas e condi¢gdes de hibridizagao
suficientemente especificas. Dessa forma, FISH é particularmente poderosa para
testar hipoteses direcionadas, mas menos adequada para inventariar diversidade
desconhecida.

Métodos de fingerprinting, como DGGE e T-RFLP, representaram uma etapa
importante na comparagédo de comunidades complexas. Na DGGE, fragmentos do
mesmo tamanho podem ser separados de acordo com diferencas de sequéncia e
comportamento de desnaturagdo. Na T-RFLP, amplicons marcados s&o digeridos
por enzimas de restricdo e os fragmentos terminais sdo separados, produzindo
perfis comparaveis entre amostras. Essas técnicas permitiram detectar mudangas
temporais ou espaciais em comunidades antes que o sequenciamento massivo se
tornasse rotineiro.

A principal limitagao dos fingerprints € que uma banda ou pico nao equivale
necessariamente a uma espécie, e diferentes sequéncias podem apresentar
comportamento semelhante. A resolugdo e a comparabilidade entre estudos
também séao inferiores as abordagens atuais. Ainda assim, DGGE e T-RFLP tiveram
papel metodoldgico decisivo: estabeleceram a ideia de que comunidades inteiras
poderiam ser comparadas diretamente a partir de DNA ambiental.

PCR, QPCR E QUANTIFICAGCAO DE ALVOS

A reagédo em cadeia da polimerase (PCR) tornou possivel amplificar regides
especificas de DNA ambiental em quantidade suficiente para detecgéo, clonagem
e sequenciamento. A escolha dos primers define quais grupos serédo observados e
constitui uma fonte importante de viés. Diferencas de afinidade, nUmero de copias
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do gene marcador e eficiéncia de amplificagcdo podem alterar a representagcéo
relativa dos taxons.

A PCR quantitativa em tempo real (QPCR) acrescentou capacidade de
quantificagdo de genes taxondmicos ou funcionais. Em microbiologia ambiental,
pode ser usada para estimar abundancia de grupos especificos ou genes associados
a processos como nitrificagcao, desnitrificagdo, metanogénese, resisténcia a metais
e degradagdo de contaminantes. Sua principal vantagem é a sensibilidade e a
possibilidade de quantificagao direcionada; a principal restricao € depender de alvos
previamente definidos.

Assim, gPCR e sequenciamento ndo devem ser tratados como alternativas
excludentes. O sequenciamento pode identificar padroes e candidatos, enquanto
gPCR pode validar e quantificar alvos especificos em maior nimero de amostras ou
em séries temporais.

SEQUENCIAMENTO DE AMPLICONS E A TRANSICAO DE
OTUS PARA ASVS

O sequenciamento de nova geragao transformou estudos de diversidade
microbiana ao permitir o processamento simultdneo de grande niumero de amostras
e centenas de milhares ou milhées de leituras. Em estudos bacterianos e arqueanos,
regides variaveis do 16S rRNA s&do amplificadas e sequenciadas; em fungos, o ITS
é frequentemente utilizado. A abordagem é relativamente econdmica e adequada
para comparar composicao, riqueza e estrutura de comunidades.

Durante anos, sequéncias semelhantes foram agrupadas em unidades
taxondmicas operacionais (OTUs), frequentemente utilizando limiares arbitrarios de
similaridade. Métodos de denoising modificaram esse paradigma ao modelar erros
de sequenciamento e inferir variantes de sequéncia de amplicon (ASVs). DADA2,
por exemplo, foi desenvolvido para resolver variantes com diferencas de até um
nucleotideo em dados de amplicons lllumina (Callahan et al., 2016). A adogéo de
ASVs melhora a reprodutibilidade entre conjuntos de dados porque as unidades sao
definidas por sequéncias, e ndo por clusters dependentes do conjunto analisado
(Callahan; Mcmurdie; Holmes, 2017).

Plataformas como QIIME 2 integraram controle de qualidade, denoising,
taxonomia, diversidade e rastreabilidade da proveniéncia analitica em fluxos
reprodutiveis (Bolyen et al., 2019). Essa evolugéo da bioinformatica foi tdo importante
quanto o aumento da capacidade de sequenciamento: o volume de dados exige
pipelines transparentes, versdes documentadas de bancos de referéncia e decisdes
explicitas sobre filtragem, profundidade e métodos estatisticos.

O sequenciamento de amplicons, contudo, ndo equivale a metagenémica
shotgun. Ele descreve marcadores selecionados e, portanto, fornece principalmente
informagao taxonémica. Aresolucdo depende da regido amplificada, do comprimento
das leituras, da qualidade do banco de referéncia e da variabilidade do marcador.
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Além disso, a abundancia relativa de amplicons ndo € uma medida direta de
abundancia celular absoluta.

DA TAXONOMIA A FUNCAO: INFERENCIA E METAGENOMICA
SHOTGUN

Uma consequéncia natural da expanséo dos estudos de microbioma foi a
passagem da pergunta ‘quem esta presente?’ para ‘o que a comunidade pode
fazer?’. Ferramentas de inferéncia funcional a partir de genes marcadores,
como PICRUSt2, estimam repertérios génicos provaveis com base em relagdes
filogenéticas e genomas de referéncia. Essas previsdes podem ser Uteis para gerar
hipéteses, mas ndo devem ser interpretadas como medigao direta de genes ou vias
na amostra. O préprio desenvolvimento do PICRUSt2 destaca que perfis funcionais
ndo podem ser identificados diretamente a partir do 16S e que a predigdo possui
limitagdes associadas a disponibilidade e proximidade de genomas de referéncia
(Douglas et al., 2020).

Na metagendmica shotgun, o DNA total da comunidade é fragmentado e
sequenciado sem amplificagdo exclusiva de um marcador taxonémico. Isso permite
investigar simultaneamente composi¢cdo e potencial funcional, identificar genes,
reconstruir vias e, quando cobertura e complexidade permitem, montar contigs e
recuperar genomas montados a partir de metagenomas (MAGs). A abordagem
amplia a resolugdo, mas aumenta custos, volume computacional e complexidade
analitica.

Ainterpretagéo funcional também exige cautela. A presenga de um gene indica
potencial, ndo necessariamente expressao ou atividade. Além disso, bancos de
anotagao contém grande proporgdo de genes pouco caracterizados, especialmente
em ambientes menos estudados. Em microbiomas ambientais altamente diversos,
uma parcela relevante das sequéncias pode permanecer sem atribuicao taxonémica
ou funcional confiavel.

METATRANSCRIPTOMICA, METAPROTEOMICA E
METABOLOMICA

Ametatranscriptdmica analisa o conjunto de RNAs expressos pela comunidade
e aproxima a investigacdo da atividade biolégica nho momento da amostragem.
Em comparagdo com a metagendmica, que descreve capacidade potencial, o
RNA fornece evidéncia de genes transcritos. Entretanto, o RNA é mais instavel, a
preservacao deve ser rapida e adequada, e a interpretagdo pode ser influenciada
por diferengas na abundancia de organismos e na estabilidade dos transcritos.

A metaprotedmica investiga proteinas produzidas pela comunidade, enquanto
a metaboldmica caracteriza pequenas moléculas associadas ao metabolismo. Essas
camadas oferecem informacgao funcional mais proxima do fenétipo, mas apresentam
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desafios de extragdo, identificagdo e atribuicdo de moléculas a organismos
especificos. A integragdo entre metagendmica, transcriptbmica, protedmica
e metabolédmica é uma das principais diregdes da ciéncia de microbiomas, pois
permite conectar potencial genético, expressao e produto funcional.

Revisbes contemporaneas destacam que diferentes tipos de dados
de microbioma — amplicons, shotgun, metatranscriptdmica, metabolémica e
metaprotedmica — possuem estruturas e metadados distintos, e que a auséncia
de padronizacdo pode dificultar integragdo, reuso e aplicagdo de métodos
computacionais avangados (Pesole et al., 2024).

SEQUENCIAMENTO DE LEITURAS LONGAS E GENOMAS
RECONSTRUIDOS

O aumento da acuracia de tecnologias de leitura longa, especialmente PacBio
HiFi e Oxford Nanopore, abriu novas possibilidades para estudos de microbiomas.
Leituras longas podem atravessar regides repetitivas, melhorar montagens,
aumentar a resolugédo taxondmica e facilitar a associagcdo entre genes e seus
contextos gendmicos. Revisdo publicada na Nature Methods destaca que essas
tecnologias tém ampliado a caracterizagdo em nivel de linhagem, a recuperagao de
MAGs mais completos e a analise de variantes em metagenomas (Agustinho et al.,
2024).

No sequenciamento de amplicons, leituras longas permitem cobrir 0 gene
16S quase completo, potencialmente melhorando a resolugdo em comparagao
com regides curtas. Na metagendmica shotgun, pode reduzir a fragmentagéo de
montagens e facilitar a ligagdo de genes de resisténcia, elementos méveis ou vias
metabdlicas aos respectivos hospedeiros. Estudos comparativos recentes mostram,
contudo, que métodos de amplicon de leitura curta, 16S completo por Nanopore e
shotgun de leitura longa podem convergir para taxons dominantes, mas divergir em
estimativas de diversidade, taxons raros e abundancias relativas (Albastaki et al.,
2026).

Portanto, leituras longas n&o eliminam vieses metodolégicos. Qualidade do
DNA, profundidade de sequenciamento, composi¢cdo da comunidade, algoritmos de
corregao, montagem e bancos de referéncia continuam determinantes. Em muitos
projetos, estratégias hibridas combinando leituras curtas de alta acuracia e leituras
longas podem oferecer equilibrio entre profundidade, precisdo e continuidade
gendmica.

BIOINFORMATICAE ESTATISTICACOMO PARTE DO METODO

A evolugdo da microbiologia molecular tornou a bioinformatica uma etapa
constitutiva do experimento. Controle de qualidade, remocdo de adaptadores
e primers, detecgdo de quimeras, denoising, montagem, binning, anotacdo e
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classificagdo taxondmica podem alterar substancialmente o resultado. Assim,
versao do software, pardmetros, bancos de referéncia e critérios de filtragem devem
ser relatados com 0 mesmo rigor aplicado a reagentes e equipamentos.

Dados de microbioma séo tipicamente esparsos, de alta dimensionalidade
e composicionais. A soma das abundancias relativas é restrita, de modo que o
aumento aparente de um taxon pode refletir redugcdo de outro. Por isso, testes
estatisticos concebidos para dados independentes e nao composicionais podem
produzir interpretagdes inadequadas. O desenho experimental, nimero de réplicas,
estrutura de grupos, covariaveis ambientais e controle de multiplas comparagdes
sd0 componentes essenciais.

Em andlises de diversidade, métricas alfa descrevem aspectos da
diversidade dentro de amostras, enquanto métricas beta quantificam diferencas
entre comunidades. A escolha entre medidas baseadas em abundancia, presencga/
auséncia ou filogenia deve estar alinhada a hipétese. Da mesma forma, analises de
abundancia diferencial, redes microbianas e modelos preditivos requerem métodos
compativeis com a estrutura dos dados.

O uso de aprendizado de maquina e modelos de linguagem em microbiomas
cresce rapidamente, com aplicagbes em classificagdo de amostras, predicédo
funcional e representacdo de sequéncias. Contudo, conjuntos de treinamento,
metadados incompletos, efeitos de lote e validagdo externa permanecem desafios.
A sofisticagao computacional ndo compensa um desenho amostral inadequado.

INTEGRAGAO ENTRE DADOS TAXONOMICOS, FUNCIONAIS
E AMBIENTAIS

Em microbiologia ambiental, a composi¢gdo microbiana deve ser interpretada
em conjunto com o contexto fisico-quimico. pH, salinidade, granulometria, matéria
organica, nutrientes, oxigénio, potencial redox, metais e contaminantes podem atuar
como filtros ecolégicos e explicar parte da variagdo observada entre comunidades.
A integracdo entre matrizes ambientais e microbioldgicas permite testar relagbes
entre estrutura comunitéria e gradientes ambientais.

A escolha da abordagem deve considerar a escala da pergunta. Para
triagem de grande numero de amostras e comparagdo de comunidades, amplicons
podem oferecer excelente relagao custo-informagéo. Para investigar genes e vias
diretamente, shotgun é mais apropriado. Para avaliar atividade, metatranscriptdmica,
metaprotedmica ou metabolémica é mais informativa. Para demonstrar capacidade
metabolica de um organismo especifico ou desenvolver aplicagéo biotecnoldgica, o
isolamento e a experimentagado continuam fundamentais.

Dessa forma, a metodologia ideal é frequentemente combinatéria. Um estudo
pode usar amplicons para identificar padrdes espaciais, shotgun em subconjunto
representativo para caracterizagdo funcional, gPCR para quantificar genes-alvo e
cultivo para validar fenoétipos. Essa estratégia reduz a dependéncia de uma Unica
fonte de evidéncia.
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PRINCIPAIS LIMITAGOES E FONTES DE VIES

Nenhuma técnica produz uma representagao neutra do microbioma. Na etapa
pré-analitica, coleta, preservagao, transporte, armazenamento e extragido de DNA
ou RNA podem favorecer ou perder grupos especificos. Diferentes protocolos de
lise apresentam eficiéncias distintas para células Gram-positivas, esporos, arqueias,
fungos e organismos associados a particulas.

Em abordagens de amplicon, selegcéo de primers, numero de ciclos de PCR,
formacao de quimeras, numero de copias do marcador e regido escolhida afetam a
composigao observada. Em shotgun, DNA do hospedeiro, profundidade insuficiente
e complexidade da comunidade podem limitar a recuperagédo de genomas e genes
raros. Em leituras longas, integridade e quantidade de DNA de alto peso molecular
tornam-se particularmente importantes.

A etapa computacional adiciona outra camada de variabilidade. Bancos
taxonémicos diferem em cobertura e nomenclatura; algoritmos podem produzir
classificagbes distintas; limiares de filtragem modificam a retengéo de taxons raros.
Consequentemente, comparagbes entre estudos devem considerar diferengas
metodoldgicas antes de atribuir discrepancias exclusivamente a ecologia.

Boas praticas incluem controles negativos de extragcdo e PCR, comunidades
mock quando possivel, randomizacdo de Iotes, metadados completos,
disponibilizagcdo de sequéncias brutas, registro de versdes de software e
compartilhamento de scripts. A reprodutibilidade depende tanto da transparéncia
analitica quanto da qualidade experimental.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Atendéncia é aumentar simultaneamente resolugao, integracdo e capacidade
de interpretagdo. Sequenciamento de leitura longa ja melhora a recuperacao de
genomas completos ou quase completos e a associagao entre genes e hospedeiros.
A reducao de custos pode tornar abordagens de alta resolugéo acessiveis a séries
ambientais maiores.

Outra fronteira € a integragdo multidmica. Combinar DNA, RNA, proteinas
e metabdlitos pode aproximar a descricdo da comunidade de uma compreensao
mecanistica de processos ecolégicos. O desafio sera desenvolver modelos capazes
de integrar escalas e tipos de dados sem perder rastreabilidade e interpretabilidade.

Métodos de célula unica, espacializagdao de comunidades, metagenémica
temporal e experimentos de manipulacdo devem complementar levantamentos
observacionais. Paralelamente, inteligéncia artificial e modelos treinados em grandes
colegcdes de sequéncias podem auxiliar na anotagédo de proteinas, identificacdo
de familias génicas e geracdo de hipoteses. Entretanto, a validagdo experimental
continuara necessaria, sobretudo quando o obijetivo for atribuir fungdo ecolégica ou
potencial biotecnoldgico.
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Finalmente, a expansdo de bancos de dados de ecossistemas tropicais,
costeiros e outros ambientes historicamente subamostrados sera crucial. Aqualidade
das inferéncias depende da representatividade das referéncias disponiveis. Ampliar
a diversidade geografica e ecoldgica dos genomas de referéncia é, portanto, parte
do avang¢o metodoldgico.

CONSIDERAGOES FINAIS

A histéria das metodologias de avaliagdo da diversidade microbiana
demonstra uma mudanga progressiva de observagdes dependentes de cultivo
para abordagens capazes de caracterizar comunidades diretamente em seu
ambiente. Métodos classicos forneceram as bases experimentais da microbiologia,
enquanto FISH, PCR, impressdes digitais moleculares e sequenciamento de genes
marcadores ampliaram o acesso a fragao nao cultivada. O sequenciamento de alta
capacidade e a bioinformatica transformaram essa descrigdo em analises de alta
resolucao e grande escala.

Metagendmica e outras abordagens 6micas expandiram o foco da taxonomia
para o potencial funcional e a atividade. Leituras longas e MAGs aumentam
a resolugdo gendmica, enquanto a integracdo multibmica procura conectar
composigao, expressao e fungao. Ainda assim, nenhuma dessas estratégias elimina
completamente vieses de amostragem, extragao, amplificagdo, sequenciamento ou
analise.

A principal conclusdo permanece conceitualmente consistente com a
formulagéo original deste trabalho: a técnica deve ser escolhida em fung¢do da
pergunta cientifica. A abordagem mais sofisticada ndo é necessariamente a mais
adequada. Estudos robustos combinam desenho experimental, controles, métodos
complementares e analise transparente. O futuro da microbiologia de comunidades
esta menos na substituicdo de técnicas anteriores e mais na integragéo critica entre
cultivo, métodos moleculares, sequenciamento e ferramentas computacionais.

Quadro 1 - Comparacao das principais abordagens para estudo da
diversidade microbiana.

Abordagem Informagao principal Vantagem Limitagao central
Fendtipo e fungao de Validagao experi- Viés de cultivabili-
Cultivo organismos recupe- mental e obtengdo | dade
raveis de isolados
Deteccéo e localizagao | Preserva informa- Requer alvo/sonda
FISH de alvos ¢ao espacial previamente defini-
dos

DGGE/T-RFLP Fingerprint de comuni- | Comparagao rapida | Baixa resolugéo e

dades entre amostras identificagéo limitada
PCR Quantificagéo de ge- Alta sensibilidade Andlise direcionada a
q nes-alvo alvos conhecidos
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Abordagem Informagao principal Vantagem Limitagao central
Composigao taxond- Custo relativamente | Viés de PCR e fun-
16S/ITS por NGS | mica baixo e alto throu- ¢ao apenas inferida
ghput
Shotgun metage- | Taxonomia e potencial | Acesso direto a Maior custo e deman-
ndémica funcional genes e MAGs da computacional
Metatranscriptdé- | Genes expressos Aproxima-se da RNA instavel e inter-
mica atividade pretacao complexa
Metaprotedmica/ | Proteinas e metabd- Informagéo préxima | Identificagao e atri-
metabolémica litos ao fendtipo buicao dificeis
Amplicons completos e | Maior continuidade | Exige DNA de qua-
Leituras longas contexto genémico e resolucao lidade e pipelines
especificos
Fonte: elaboragao propria (2026).
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NOTA SOBRE A ORIGEM DO TEXTO

Este capitulo constitui versdo substancialmente revisada, condensada e
atualizada do trabalho de conclusado de curso apresentado em 2018 a Graduagéao
em Biotecnologia da Universidade Federal da Bahia, com incorporacao de literatura
e abordagens metodoldgicas posteriores.
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