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RESUMO

Os sequenciadores de proxima geracdo, do inglés Next-Generation Sequencing (NGS), sdo plataformas capazes
de gerar milhdes de dados de sequéncias de DNA ou RNA em uma s6 rodada através da clonagem in vitro, técnica
utilizada para incrementar o nimero de moléculas e permitir a analise. Mas é necessario agrupar informacdes que
deem ao pesquisador condi¢des de decidir qual melhor metodologia adotar. Logo, o0 objetivo desse artigo foi
realizar um estudo de revisao de literatura abordando tecnologias de NGS, compara-las entre si e a métodos mais
comuns, mostrando sua importancia em microbiologia agricola e ambiental. O método de Sanger € o principal
método de obtencdo de sequéncias conhecido atualmente. Mas, a metodologia adotada pelas plataformas NGS
utilizam abordagens que dinamizam o sequenciamento; e o avanco das técnicas vem reduzindo consideravelmente
0s custos do sequenciamento. Para realizar os estudos foram utilizados dados de artigos e das plataformas das
empresas detentoras das tecnologias, realizando-se comparagdes e analises sobre o tema. Por isso, a pesquisa é de
cunho bibliografico e este artigo caracteriza-se como artigo de revisao de literatura. Varias plataformas de
sequenciamento de préxima geracao estdo disponiveis no mercado, mas sdo de alto custo e estdo restritas a alguns
paises. Ainda ha dificuldade de encontrar algoritmos adequados para analisar a quantidade de dados (sequéncias)
gerados, mas apesar disso os métodos de NGS vém criando boas expectativas e prometem avancos importantes
em estudos com a finalidade de acessar e identificar os grupos que compdem a estrutura da comunidade microbiana
em pesquisas ambientais.

Palavras-chaves: Microrganismos. Diversidade. Genética. Dados. Analises.

Next-Generation Sequencing (NGS): new technologies to access microbial communities

ABSTRACT
Next-Generation Sequencing (NGS) are platforms capable of generating millions of DNA or RNA sequence data
in a single round through in vitro cloning, a technique used to amplify the number of molecules for analysis.
However, it is necessary to gather information that enables researchers to determine the best methodology for their
work. Therefore, the objective of this article is to conduct a literature review on NGS technologies, comparing
them with each other and with more traditional methods, highlighting their importance in agricultural and
environmental microbiology. The Sanger method is currently the most well-known sequencing technique.
However, NGS platforms employ methodologies that streamline sequencing and the advancement in these
techniques have significantly reduced sequencing costs. To carry out the studies, data from articles and platforms
developed by companies that own these technologies were used to perform comparisons and analyses on the topic.
Therefore, this manuscript is a bibliographic research and characterized as review article. While several second-
generation sequencing platforms are available on the market, most are expensive and restricted to a few countries.
There is still difficulty in finding suitable algorithms to analyze the amount of data generated. Nevertheless, NGS
methods have generated good expectations and promise important advancements in studies aimed at accessing and
identifying the groups that make up the microbial community structure in environmental research.
Keywords: Microorganisms. Diversity. Genetic. Data. Analysis.
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RESUMEN

Los secuenciadores de préxima generacion, del inglés Next-Generation Sequencing (NGS), son plataformas
capaces de generar millones de datos de secuencias de DNA o RNA en un solo circuito a través de la clonacion in
vitro, técnica utilizada para incrementar el nimero de moléculas y permitir el analisis. Pero hay que agrupar
informaciones que ofrezcan al investigador condiciones de decidir cual mejor metodologia a adoptarse. Luego, el
objetivo de ese articulo fue realizar un estudio de revision de literatura abordando tecnologias de NGS, compararlas
entre si y a métodos mas comunes, mostrando su importancia en microbiologia agricola y ambiental. EI método
de Sanger es el principal método de obtencion de secuencias conocido actualmente. Sin embargo, la metodologia
adoptada por las plataformas NGS utilizan abordajes que dinamizan la secuenciacion; y el avance de las técnicas
vienen reduciendo considerablemente los costos de la secuenciacion. Para realizar los estudios fueron utilizados
datos de articulos y de las plataformas de las empresas detentoras de las tecnologias, realizandose comparaciones
y andlisis sobre el tema. Por eso, la investigacion es de caracter bibliogréafico y este articulo se caracteriza como
articulo de revision de literatura. Varias plataformas de secuenciacion de proxima generacion estan disponibles en
el mercado, pero son de alto costo y estan restringidas a algunos paises. Aln hay dificultad de encontrar algoritmos
adecuados para analizar la cantidad de datos (secuencias) generados, pero, a pesar de eso, los métodos de NGS
han creado buenas expectativas y prometen avances importantes en estudios con la finalidad de acceso e
identificacion de los grupos que componen la estructura de la comunidad microbiana en investigaciones
ambientales.

Palabras-clave: Microorganismos. Diversidad. Genética. Datos. Analisis.

INTRODUCAO

O NGS se baseia na clonagem in vitro capaz de gerar milhdes de pares de bases em uma
Unica rodada. Essas tecnologias eliminam as etapas de producédo de clones em laboratorio, de
montagem de placas de sequenciamento e de separacdo de fragmentos em géis.
Consequentemente a quantidade de informacdes gerada através do NGS €, muitas vezes, maior
que o0 sequenciamento de Sanger, com um menor custo por base e em menor espaco de tempo
(Hu et al., 2021; Satam et al., 2023).

O NGS apresenta um sequenciamento massivo em paralelo, realizado através de
equipamentos com diferentes técnicas de abordagens, tais como 0 pirossequenciamento com
PCR em emulsdo, sequenciamento por sintese com bridge PCR, sequenciamento por ligagéo,
sequenciamento por deteccdo de H*, e o sequenciamento de molécula Unica. Algumas
tecnologias ainda estdo em desenvolvimento ou em fase de testes, a exemplo do
sequenciamento em nanoporos e de imagens da Polonator (Hu et al., 2021; Satam et al., 2023;
Athanasopoulou et al., 2021; Allen et al., 2022; Wang et al., 2021; Suminda; Ghosh; Son, 2022;
Zhang et al., 2021).

Apesar dessa geracdo de sequenciadores massivos englobarem equipamentos mais
potentes, que conseguem sequenciar um numero maior de reads, com maior velocidade
utilizando o processamento em paralelo de amostras; a metodologia de Sanger ainda é muito
utilizada para obtencéo de informac6es bioldgicas de individuos. Entretanto, a possibilidade de
aperfeicoamento das abordagens dos sistemas NGS tem proporcionado mais aplicacdes as
técnicas, e diminuido muito o custo de trabalho. Mas, as vantagens dos sistemas NGS néo os

eximem de trés problemas: geracdo de leituras de sequéncias curtas; erros de insercdo; delecéo
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e substituicdo de bases; inexisténcia de um algoritmo capaz de processar todos os dados gerados
(Hu et al., 2021; Satam et al., 2023).

Os estudos de bioinformética que abordam métodos de montagem de genomas sdo
importantes para que as plataformas tenham seu potencial totalmente explorado. A montagem
e alinhamento das sequéncias em fungdo dos fragmentos obtidos nas plataformas baseadas no
pirossequenciamento é atualmente realizada através do Overlap Layout Consensus (OLC). Os
dados gerados pelas plataformas de sequenciamento baseados nas abordagens de sintese com
bridge PCR ou por ligacdo € realizada pelo De Bruijn graph. Ainda assim, as plataformas NGS
sdo muito utilizadas e apresentam bons resultados para analises de comunidades microbianas
(Wang et al., 2021).

O objetivo deste trabalho foi realizar uma revisdo bibliografica sobre as novas
tecnologias de sequenciamento em plataformas de préxima geracao, comparar com os metodos
mais difundidos atualmente e mostrar a importancia da aplicacao dessas tecnologias em estudos

de microbiologias agricola e ambiental.

REFERENCIAL TEORICO

As técnicas de NGS tornaram-se ferramentas importantes em estudos que envolvem
biologia molecular. Essas tecnologias sdo responsaveis por incrementos significativos na
quantidade e na qualidade de dados, e consequentemente de informagfes sobre
microrganismos, principalmente nos ambitos ambiental e médico (Hu et al., 2021).

As ocorréncias mais importantes na evolu¢do dos métodos moleculares de estudo e
identificacdo de organismos foram a descoberta da molécula de DNA na célula (Zhang et al.,
2011), o seu estabelecimento como molécula responsavel pela transferéncia de material
genético celular, sua composi¢cdo formada por quatro bases nitrogenadas, e sua conformacao
em dupla hélice (Liu et al., 2012; Lander et al., 2001). Ainda no século XX, o desenvolvimento
do método de Sanger de sequenciamento e da Reacdo da Cadeia da Polimerase (PCR),
desenvolvida por Kary Mullis, permitiu obter a sequéncia completa de nucleotideos do virus
(bacteriofago) chamado de phiX174 e de outras espécies bioldgicas (Sanger et al., 1977; Sanger
et al., 1978; Sanger et al., 1980).

O primeiro sequenciador automatico de DNA foi o ABI 370 lancado em 1986. Esse
equipamento foi aperfeicoado e reapresentado como ABI 3700, com a adocgdo da eletroforese
capilar, capaz de detectar 96 bases/h, obtendo 500Kb/dia, com comprimento de leitura de 600
bases (Liu et al., 2012). Os sequenciadores de proxima geracdo chegaram ao mercado em 2005,

e se diferenciam do método de Sanger devido ao grande volume de fragmentos obtidos. Essas
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plataformas desencadearam novos insights sobre variacdo funcional, associacdo genética e
selecé@o natural nos seres vivos (Durbin et al., 2010). Com o langamento do projeto genoma
humano houve a necessidade de sequenciar uma grande quantidade de fragmentos para sua
montagem. As possibilidades de automacgdo transformaram as plataformas de NGS em
ferramentas moleculares importantes em estudos genéticos (Olson, 1993).

Em suma, a primeira geracdo de sequenciadores envolve o método de terminagdo das
cadeias, com a utilizacdo de didesoxiribonucleotideosfosfatos (ddNTPs) para interromper a
montagem dos clones através da enzima Taq Polimerase. A segunda geragédo foi marcada pelo
pirossequenciamento com PCR em emulsdo, do sequenciamento por sintese com terminadores
reversiveis e Bridge PCR e pelo sequenciamento por ligacao utilizando uma enzima ligase ao
invés de uma DNA polimerase. Tanto para a primeira como para a segunda geracao, a reacdo
de PCR ainda é necessaria para o sequenciamento. A terceira geracdo de sequenciadores é
marcada pelo surgimento do sequenciamento de molécula Unica, sem a necessidade de reacdes
de PCR. O sequenciamento em nanoporos poderé ser a tecnologia de base para a quarta geracgéo,
mas como a tecnologia de sequenciamento ainda é considerada a mesma e esta em fase de teste,
ela tem sido considerada de terceira geracdo (Wang et al., 2021).

A primeira geracdo se baseia no método de Sanger, cujo principio basico é a interrupcao
da montagem de fitas simples de DNA devido a auséncia de um grupo ligante compativel a
adigdo, que ocorre por ligagdo, de um novo nucleotideo na extremidade 3’. O método de Sanger
envolve algumas etapas de preparacdo da amostra conhecida como reacdo da cadeia da
polimerase (PCR), utilizada para duplicar, amplificar ou sintetizar as moléculas de DNA de
uma amostra purificada. E uma reacdo de aumento do ndmero de fitas de DNA para um
posterior sequenciamento (Zhang et al., 2011).

A reacéo de PCR inicia-se com a desnaturacdo do DNA, que consiste na separacéo de
suas fitas atraves do aumento da temperatura. Primers ou oligonucleotideos sdo colocados
juntos a amostra de DNA desnaturado e anelam-se as fitas simples do mesmo quando a
temperatura do sistema é reduzida. Como os primers sdao oligonucleotideos, eles conseguem
rapidamente anelar nas extremidades das fitas simples, antes que elas se juntem e renaturem.
Feito isso, inicia-se a fase de elongacdo da cadeia, realizada pela DNA polimerase ou Taq
polimerase. Nesse processo, moléculas de desoxiribonucleotideos séo adicionadas ao sistema,
e a DNA polimerase promove a ligacao desses residuos ao primer anelando-os a fita simples, e
assim duplicando a quantidade inicial dessas fitas (Sanger et al., 1977; Sanger et al., 1978;
Sanger et al., 1980).
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Quando a amostra se encontra em quantidade suficiente de fitas moldes, séo adicionados
dideoxinucleotideos ao sistema, os quais ao serem adicionados a cadeia pela Taq polimerase
interrompem a elongacdo da cadeia por ndo apresentarem capacidade de realizar as ligacGes
fosfodiéster com os proximos dNTPs (Sanger et al., 1977). A interrupcdo da cadeia através
desses terminadores justifica 0 nome dado a técnica, de método da terminacéo da cadeia (Zhang
etal., 2011).

Posteriormente, as amostras sdo submetidas a uma eletroforese em gel de
poliacrilamida, e a sequéncia de nucleotideos é determinada através da posicao de cada ddNTP
incorporado a fita molde. Quando o sequenciamento é automatico, os residuos sdo marcados na
extremidade com substancias fluorescentes (cada nucleotideo é marcado com uma cor
diferente) e incorporados as fitas complementares sintetizadas. As bases sdo excitadas e um
laser as identifica e grava em eletroferogramas, nos quais cada pico representa uma base
(Sanger et al., 1977).

Na segunda geracdo, as plataformas se baseiam no processamento em paralelo de
amostras e consequente obtencdo massiva de dados, ou seja, as amostras de DNA podem ser
sequenciadas todas ao mesmo tempo. Existe a necessidade de reacdes prévias de PCR para a
preparacdo das amostras ou dos dados de entrada (fragmentacdo - adicdo de adaptadores -
amplificacdo) e as maquinas de sequenciamento apresentam dois métodos de trabalho: PCR em
emulséo — emPCR - e em pontes - Bridge PCR (Hu et al., 2021).

O pirossequenciamento foi a abordagem precursora dessas plataformas e baseia-se na
emissdo de sinais luminosos pela conversdo de pirofosfato — PPi. Além dele, a adi¢do de
residuos ao molde pode ocorrer pelo método de sintese através de terminadores reversiveis por
PCR em pontes, onde os residuos sao marcados com substancias fluorescentes e emitem sinais
quando sdo adicionados por ligacdo ao molde. Nesse caso, dependendo da plataforma, ao invés
da enzima Taq pol é utilizada uma ligase ou ions condutores H+ liberados da reacdo de adicdo
do residuo a fita, medidos por um mini medidor de pH, para adicdo da base ao molde (Allen et
al., 2022).

Outras diferencas entre as plataformas estdo no volume de sequéncias de DNA, na
precisdo de bases, na tecnologia de operacdo, no tamanho do fragmento gerado por leitura, e
principalmente no custo operacional. Desde os primeiros sequenciadores langcados com essas
abordagens, plataformas que apresentam alto rendimento, e possibilidade de melhorias no
desempenho com adequacéo a cada necessidade séo as que mais se destacam (Andreoto, 2011).

A Roche 454 sequencing foi a primeira a langar um sequenciador de proxima geragao

comercializado com sucesso (Loman et al., 2012). Seus sequenciadores utilizam como método
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0 pirossequenciamento, com emPCR. Nessa abordagem, esferas de ligacdo de DNA de cadeia
simples sdo encapsuladas por forte agitagdo em micelas aquosas contendo reag6es de PCR
imersas em 6leo para a amplificacdo dos fragmentos (Zhang et al., 2011; Margulies et al., 2005;
Allen et al., 2022).

Nessa reacdo de PCR, o DNA previamente fragmentado recebe a adi¢ao de adaptadores
(sequéncias curtas conhecidas) nas extremidades. Esferas denominadas beads, ou lonSpheres
no caso do ION TORRENT, recebem milhares de adaptadores complementares aqueles
adicionados aos templates, os quais servirdo de fixadores dos mesmos e ainda como primer
para uma PCR. As esferas sdo colocadas em contato com os templates de forma tal que, em
uma situacéo ideal, ao menos um deles se ligue ao adaptador complementar presente na mesma.
Em seguida, as esferas sdo colocadas em uma emulsdo contendo todos 0s reagentes necessarios
para a reacdo de cadeia da polimerase (ANTP, Taq pol, ATP sulfurilase, apirase) (Margulies et
al., 2005).

O sistema funciona como microrreatores cuja cada esfera é envolvida por uma gota da
emulsdo, e dentro dela a reacdo de amplificacdo do DNA é realizada de forma ciclica, com a
fita acoplada a esfera sendo sintetizada, em seguida desnaturada e acoplada a outro adaptador
da mesma esfera. No sequenciamento, as amostras sdo colocadas em placas de cultura de células
dimensionadas para que cada po¢o receba uma Unica esfera. As sequéncias ligadas as esferas
recebem primers e a DNA polimerase inicia 0 sequenciamento adicionando as bases
complementares as sequéncias modelo (Liu et al., 2012). Segue-se a iss0 0
pirossequenciamento, técnica apresentada a comunidade cientifica em 1996, que se baseia na
liberacdo do PPi durante a adicdo de deoxiribonucleotideos (dNTP) a cadeia molde pela Taq
polimerase. Essa adicdo de dNTP realizada pela Taq pol a fita molde de DNA acarreta a
liberacdo de moléculas de PPi. O PPi é convertido em ATP pela ATP sulfurilase, e em seguida
0 ATP é convertido em ADP e fornece energia para a luciferase oxidar a luciferina a
oxiluciferina e gerar luz (Ravin, 2010).

Os nucleotideos sdo adicionados ciclicamente e os que sobram do processo séo
removidos pela enzima apirase antes de se iniciar um novo ciclo. As luzes séo detectadas em
tempo real por um chip e gravadas nos eletroferogramas, cada base emite um comprimento de
onda de luz diferente, 0 que torna possivel a sua identificacdo ao ser adicionada na fita molde.
Picos duplos ou triplos significam duas ou trés bases iguais adicionadas. Essa técnica pode
apresentar erros na identificacdo das bases na presenca de homopolimeros, ou seja, quando uma
mesma base se repete varias vezes (Ronaghi et al., 1996; Alderborn; Kristofferson;
Hammerling, 2000).

Revista Macambira, Serrinha (BA), v. 8, n. 1, 081017, Jan.-Dez., 2024
ISSN: 2594-4754 | DOI: https://doi.org/10.35642/rm.v8i1.1248



https://doi.org/10.35642/rm.v8i1.1248

- ‘ER}/:L‘?
Santana Filho, D. M. =<2 &>
Ve (/\ LY

A extensdo do primer utilizando a abordagem do pirossequenciamento pode ser
conduzida em modelos de fase liquida ou sélida (Alderborn; Kristofferson; Hammerling, 2000).
O de fase sélida oferece a vantagem de rapidez devido a reducao no tempo do ciclo de adicédo
de cada nucleotideo. N&do ha acumulacéo de inibidores porque, apos cada ciclo, é feita uma
lavagem, ha a possibilidade de usar baixas quantidades de enzimas para reduzir o custo, ha
integracdo entre a amplificagdo do PCR, preparo de moldes, e a analise do sequenciamento,
com tudo sendo feito em um Unico sistema de fluxo (Ronaghi, 2001).

O sequenciamento por sintese com PCR em pontes é a base das plataformas da Illumina.
O processo completo envolve a preparacao das amostras, geracéo de clusters (agrupamentos),
sequenciamento, e anélise dos dados (Zhang et al., 2021). Na preparacdo das amostras, a fita
dupla de DNA extraido e purificado recebe a adi¢do de adaptadores terminais atraves de
transposomes. Em seguida, ela é desnaturada e os primers anelam as fitas simples e realizam
um ciclo reduzido de amplificacdo e entdo os templates sdo fixados em um suporte sélido,
geralmente de vidro. As superficies sdo providas de oligonucleotideos complementares aos
adaptadores das fitas simples. Cada fita simples é entdo imobilizada no suporte por uma de suas
extremidades e inicia-se a clusterizacdo (Liu et al., 2012; Andreoto, 2011; Zhang et al., 2021).

A clusterizacdo ou agrupamento é o processo cujo cada fragmento € isotermicamente
amplificado. As células de fluxo (flow cells) sdo laminas de vidro formadas por linhas, cada
uma correspondendo a canais compostos por dois tipos de oligonucleotideos complementares,
aqueles adaptadores utilizados para marcar as fitas simples de DNA. A fita simples de DNA é
fixada atraves do acoplamento do adaptador ao oligonucleotideo complementar da superficie
da flow cell e, entdo, a Taq pol inicia a producéo da fita simples complementar (reversa) e 0
template é lavado. A fita que permanece anelada a superficie inclina e anela sua outra
extremidade (com adaptador, que encontra o seu oligonucleotideo complementar) formando
uma estrutura semelhante a uma ponte. A polimerase entdo inicia a formacéo de uma nova fita,
complementando a estrutura de ponte dupla (dupla fita). Ocorre desnaturacéo das fitas duplas,
gerando-se uma fita simples e outra fita reversa. O processo se repete varias vezes até haver a
formacgdo de milhares de clusters ou agrupamentos. Posteriormente, as fitas reversas sao
clivadas e novamente retiradas do sistema por uma lavagem, permanecendo apenas fitas
acopladas a um unico tipo de adaptador - arvore dos clusters (Liu et al., 2012; Andreoto, 2011;
Zhang et al., 2021).

O sequenciamento inicia-se quando o primeiro primer anela ao template e produz a
primeira leitura. Em cada ciclo, os quatro tipos de dNTPs marcados com substancias

fluorescentes identificadoras de cada base sdo adicionados ao sistema. A cada nucleotideo que
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a DNA pol incorpora a fita uma cor é emitida pelo seu respectivo marcador, isso é gravado em
um chip que traduz o sinal na base correspondente. Apos a incorporacdo da base e consequente
emissdo do sinal fluorescente, os marcadores séo clivados e uma nova base sera adicionada.
Milhdes de sequéncias sdo produzidas em um processo massivo e em paralelo. No
sequenciamento por sintese, os nucleotideos sdo marcados com corantes fluorescentes e capas
terminais. A base emite um sinal fluorescente ao ser adicionada ao primer que é captado por
um sistema que a identifica. O marcador e a capa terminadora sdo clivados do residuo logo apés
a emissdo de sinal luminoso (Liu et al., 2012; Andreoto, 2011; Zhang et al., 2021).

A plataforma SOLID, cujo nome foi dado baseando-se nas iniciais de Sequencing by
Oligo Ligation Detection, apresenta a abordagem de sequenciamento por ligagdo. Utiliza
reacGes de emPCR em que os residuos séo ligados ao template pela enzima ligase ao invés da
DNA polimerase. Ao invés de detectar a incorporacao das bases pela Taqg pol, a plataforma
utiliza oligonucleotideos de 8 bases marcadas com compostos fluorescentes nas Ultimas trés
bases, que sdo inosinas aneladas ao template (Satam et al., 2023; Liu et al., 2012; Zhang et al.,
2011).

A biblioteca é construida adicionando-se um primer (A e B) a cada extremidade do
fragmento. Em seguida, um conjunto de oligonucleotideos de oito bases € adicionado e anelam-
se ao template. Primers complementares (a) a extremidade (A) sdo adicionados e anelam-se as
mesmas. Depois disso, uma ligase adicionada junto aos oligonucleotideos de oito bases anela-
0s ao primer complementar de (A) - sentido 5’ - 3°. Uma lavagem remove os oligonucleotideos
ndo adicionados, a leitura do fluoréforo acoplado as inosinas (trés Gltimas bases) é realizada
antes de sua clivagem, e a extremidade é liberada para a ligacdo com o proximo
oligonucleotideos de oito bases (Ravin, 2010).

Terminado o ciclo de adicdo das sondas (no minimo cinco ciclos, e o total depende do
tamanho do template ou tipo de sequenciamento), a fita complementar ao template é
desnaturada pelo aumento da temperatura do sistema e em seguida eliminada. Um novo primer
(a’), que alinha uma base a esquerda de (A), € adicionado e o processo se repete. A cada ligacao
das sondas duas bases sdo lidas, e cada base ¢ lida por duas sondas diferentes (a e a’). Esse
sistema, denominado de Two Bases Ecoding, permite uma posterior corre¢do dos erros para
aumentar a precisdao dos dados. Nesse sistema, ao saber a primeira base do par e a cor, uma
tabela de cores e nimeros indicara quem sera a segunda base (Satam et al., 2023; Liu et al.,
2012; Zhang et al., 2011, Ravin, 2010).

Em 2011, Geeorge Watts desenvolveu uma técnica capaz de aperfeicoar a regido do

amplicon sequenciada de genes 16S rRNA, para melhorar a discriminacdo em niveis de espécies
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do perfil. Surge a técnica de sequenciamento pds-sintese baseada na deteccdo de ions da
plataforma ION Torrent, que utiliza a reacdo de em PCR (Life Technologies Corporation,
2013). O sistema é formado por um chip de silica composto por inimeros poros nanoscéopicos,
com a largura equivalente a de um fio de cabelo, onde o DNA sera decifrado. No
sequenciamento, cada nanopogo recebe uma fita de DNA molde que sera completada através
da adicdo de um determinado nucleotideo (dNTP) através da DNA pol adicionada junto do
DNA molde. No momento que a Taq pol encontra a base compativel no pogo e adiciona o
nucleotideo ao DNA template, sdo liberados ions H™ que alteram a voltagem do chip. Essa
alteragdo é detectada por um sensor de ions hipersensivel, uma espécie de mini peagametro,
que indica a ocorréncia da reacao. A série de impulsos elétricos gravados pelo chip é traduzida
na leitura do DNA sequenciado (Shokralla et al., 2012).

Nesse sistema, se 0 nucleotideo introduzido ndo for complementar a base do molde nao
haverd mudanca de tensdo. No caso de homopolimeros na sequéncia, multiplas bases serdo
incorporadas ao template em um Gnico ciclo, e o sinal emitido pelo chip ser& proporcional ao
namero de H* liberados nas reacbes de adicdo (Loman et al., 2012; Miller; Koren; Sutton,
2010).

A plataforma Polonator da Danaher/Dover/Azco utiliza a tecnologia de sequenciamento
por ligagdo com registro de imagens. E uma abordagem em desenvolvimento que se baseia no
sequenciamento por sintese, com emPCR para amplificar fragmentos de DNA. Nessa
plataforma de sequenciamento, ha uma fase denominada de pré-ciclo, na qual ocorre a
segmentacdo do material, em seguida, ocorrem 26 ciclos de registro de imagens, extracdo e
identificacdo das bases para o sequenciamento. Os sistemas com esse tipo de abordagem de
sequenciamento através de registro de imagens podem apresentar uma ou quatro cameras, com
capacidade de registrar imagens em intervalos de 60 milissegundos (Sumida; Ghosh; Son,
2022).

Os sequenciadores da terceira geracdo apresentam a tecnologia de sequenciamento de
molécula Unica através de trés abordagens: a Single Molecule Real Time (SMRT da Pacific
Bioscience), a True Single Molecule Sequencing (tSMS da Heliscope Sequencing) e o
sequenciamento de molécula unica em nanoporos (Oxford Nanopore Technologies, 2016).
Com a abordagem de sequenciamento de molécula Unica, as sequéncias sdo obtidas por sintese,
sem a necessidade de ligacdo, amplificacdo via PCR, ou qualquer procedimento de preparagédo
de bibliotecas. As moléculas sdo sequenciadas de forma independente. Pode realizar o
sequenciamento completo de genomas pequenos, como 0s bacterianos, sem experimentos

adicionais (Roberts; Carneiro; Schartz, 2013). Essas vantagens tém sugerido gque a técnica seja
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chamada de next-NGS (Zhang et al., 2011). Pode ser utilizado em laboratérios clinicos,
principalmente em pesquisas em microbiologia (Liu et al., 2012).

Essas técnicas podem dar uma descri¢do mais detalhada das comunidades microbianas,
através de uma visdo mais profunda do genoma dos microrganismos, possibilitando a realizacao
de estudos mais detalhados da ecologia e evolugdo de comunidades microbianas complexas
(Zhang et al., 2011; Roberts; Carneiro; Schartz, 2013). As técnicas também melhoram a
compreensdo sobre os microrganismos e sua atuacdo nas comunidades, com a possibilidade da
obtencdo de genomas completos, da caracterizacao de modificacdes epigenéticas, de investigar
patogenicidade, evolucéo e selecéo viral, e de entender um pouco mais sobre metagendmica e
sobre essas comunidades microbianas, permitindo também a descoberta de novos genes e
isoformas transcritos.

A sintese quimica da SMRT funciona com o auxilio de um chip formado por milhares
de medidores de onda, conhecidos como waveguides, cada um apresentando milhares de
pequenos pocos denominados de Zero-Mode Waveguides (ZMWs), que funcionam como
containers dotados de ferramentas de captura acopladas no fundo dos pogos, que recebem uma
iluminacdo de fundo de comprimento de onda suficiente para que a luz os atravesse. Uma luz
branda da excitacdo das esferas penetra 20-30 cm de cada ZMW, criando um microscépio capaz
de detectar volumes de 20 zeptolitros (102 litros). No sequenciamento, o complexo template -
DNA polimerase é imobilizado no fundo do ZMW, cujos nucleotideos marcados na terminagéo
fosfato com fluoroforos de cores especificas para cada base (ANTPS) sdo introduzidos no
template. Quando a base é detectada nos pocos, um pulso de luz é gerado e a base é detectada
pela cor do marcador, com a sequéncia sendo encontrada em funcao da fluorescéncia emitida
por cada nucleotideo. Apés a incorporacdo da base, o fosfato marcado com o fluor6foro é
clivado. Isso ocorre em paralelo nos milhares de pocos ZMWs que formam as células SMRT
(Rhoads; Au, 2015).

Na tecnologia de molécula tinica por tSMS, sdo utilizados “flow cells” com adaptadores,
cujos fragmentos de DNA com cauda poli-A séo adicionados. Os primers, a DNA polimerase,
e 0s nucleotideos sdo adicionados a um suporte de vidro. Os fragmentos de acidos nucléicos
sdo hibridizados com os primers e ancorados em posic¢des preestabelecidas, em placas de vidro,
numa “flow cell”. As leituras sdo curtas, com média de 35pb, e sdo realizadas por
sequenciadores Heliscope (Pettersson; Lunderberg; Ahmadian, 2009). O sequenciamento
engloba os passos de sintese dos templates, seguido de lavagem das bases ndo adicionadas a
fita molde, logo depois, os marcadores fluorescentes emitem o sinal que é gravado e identificam
a base que foi adicionada, e entdo a ligacéo entre o marcador e a base é quebrada e o0 processo
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recomeca, de forma massiva e em paralelo. Nas transcri¢fes raras, ndo ha polarizacéo, perda
de representacdo ou sub-representagdes. A probabilidade de adesdo das moléculas a superficie
da flow cell é igual para todas (Lemos et al., 2011).

As tecnologias baseadas em sequenciamento de molécula tnica em nanoporos baseiam-
se no transito de moléculas de DNA e suas bases por poros nanoscopicos e a consequente
interrupcdo da corrente elétrica ou sinal 6ptico; revelam conformacéo, comprimento, e didmetro
do DNA atraves de modulagdo da corrente idnica que atravessa o poro. Nessa abordagem, 0s
nucleotideos do DNA obstruem a passagem de corrente elétrica nos nanoporos quando clivados
individualmente da molécula e sdo identificados de acordo com as caracteristicas dessa
interrupcdo, pois cada base interfere na corrente de forma caracteristica (Lemos et al., 2011;
Schadt; Turner; Kasarskis, 2010).

Estudos estdo sendo realizados no intuito de entender melhor as interacdes que ocorrem
entre 0 DNA e 0s nanoporos e 0 processo de translocacdo no sistema, que contribuird para o
desenvolvimento de aparelhos (chips) mais adequados (Ramachandran et al., 2009). Assim
como para a maioria dos sequenciadores NGS, trabalhos futuros sdo requeridos para determinar

o0 algoritmo apropriado para analises secundarias (Quick; Quinlan; Loman, 2014).

METODOLOGIA

Neste artigo, foi utilizada a metodologia de pesquisa bibliogréfica. Ela tem o caréater
qualitativo e descritivo de conhecimentos atraveés da analise e interpretacdo dos dados
disponiveis (Koche, 2015, p.122). Tem como objetivo informar, argumentar e discutir sobre as
novas tecnologias que vém revolucionando os estudos de biologia molecular.

A andlise de dados de fonte priméria foi a estratégia utilizada para obter as informacGes
e discutir as formas com as quais o0 sequenciamento de DNA ou de RNA, utilizando ferramentas
NGS, podera contribuir para os estudos em microbiologia agricola e ambiental. As fontes
primarias de informacfes técnicas se resumiram a artigos publicados em bases indexadas,
dentre elas PubMed, Web of Science, Scopus, SCiELO, e em catalogos disponibilizados por
fabricantes de sequenciadores de proxima geracdo, bem como dissertagdes e teses
disponibilizadas em repositorios institucionais.

Na primeira selecéo, baseando-se na leitura do titulo e resumo, foram selecionados cerca
de 150 trabalhos académicos. Os dados técnicos das plataformas foram obtidos em sites das
empresas que desenvolveram as tecnologias. A metodologia exigiu a escolha adequada de
materiais de referéncia, implicando diretamente na qualidade das analises realizadas, com
interpretacdes e conclusdes mais seguras para responder o problema da pesquisa.
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A segunda sele¢do foi realizada através do levantamento e organizacdo de dados da
leitura e do fichamento de textos completos utilizando o software Mendeley, uma ferramenta
de gerenciamento de referéncias bibliograficas interessante, pois apresenta ferramentas com
funcbes analogas ao

[...] ato de registrar em fichas, cartfes, folhas avulsas, cadernos, arquivos
de texto ou qualquer outro recurso fisico ou eletrdnico de armazenamento
de dados as informacfes relevantes de uma fonte bibliografica ou

documental, tomada em parte ou integralmente, na forma de esquemas,
resumos, parafrases ou citacdes (Rauen, 2018, n.p.).

Essa técnica ajudou no registro das informacGes mais aderentes ao tema. Além disso,
serviu de base de informacdes para consultas durante a escrita desse artigo cientifico.

Os artigos foram as principais fontes de informacg6es deste trabalho e a sele¢do dos
mesmos foi norteada pelo objeto de pesquisa proposto. A busca restringiu-se a manuscritos que
tratam sobre a descricdo de plataformas NGS e suas aplicagfes em estudos de microbiologia
ambiental ou agricola. Nesse contexto, foram utilizados artigos de revisao de literatura e artigos
cientificos de periodicos que utilizam o processo de revisdo por pares conhecido como peer
review ou refereeing. As informacdes obtidas serviram para confrontar os dados dos catalogos
publicadas no site dos fabricantes de sequenciadores. O tempo desde o desenvolvimento das
primeiras técnicas de estudos de biologia molecular até o surgimento das tecnologias NGS foi
0 espago amostral adotado. Assim, as informagdes obtidas consideraram o contexto geral sobre
0 sequenciamento de DNA, comparando passado e futuro, bem como a acessibilidade para as

areas agricola e ambiental.

ANALISES E RESULTADOS

A literatura mostra que as primeiras técnicas de estudos de biologia molecular, aliadas
ao método de Sanger, foram utilizadas para amplificar fragmentos do gene 16S rRNA e
sequenciar o genoma de novas espécies, a exemplo da bactéria Facklamia tabacinasalis sp.
nov. (Collins et al., 1999). Assim como essa bactéria, outros microrganismos foram
identificados gracas ao método de Sanger (Tabela 1). Esse é o metodo mais acessivel,
atualmente, a microbiologia agricola e ambiental para realizar o sequenciamento do DNA,
principalmente no sequenciamento de individuos dependente de cultivo para investigacdes de
metabolismo, funcéo e atuagdo deles em diferentes meios. Além disso, 0 método tem boa
resposta em pesquisas sobre a distribuicdo e papel da comunidade microbiana em diversos tipos

de bioprocessos (Felske; Akkermans; VVos, 1998).
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Tabela 1. Primeiros individuos com genomas completamente sequenciados e seus respectivos
grupos.

Grupo Espécie

Bactéria Haemophilus influenza (Meningite)
Levedura Saccharomyces cerevisiae (Fermentacédo)
Nematoide Caenorhabditis elegans

Protozoario Plasmodium falciparum (malaria)

Fonte: Elaboracdo baseada em Liu et al. (2012).

O avanco tecnologico proporcionou ao metodo de Sanger a capacidade de obter leituras
de sequéncias de grandes de DNA. Entretanto, para sequencia-las € necessario cortar e remontar
fragmentos. Isso € possivel devido ao desenvolvimento do sequenciamento Shotgum durante o
projeto genoma humano. Basicamente, 0 DNA é quebrado, enzimética ou mecanicamente, em
pequenos fragmentos e clonado em vetores de sequenciamento em que fragmentos de DNA
clonados podem ser individualmente sequenciados (Standen, 1979).

A evolucdo dos equipamentos de sequenciamento na obtencdo de respostas de alto
rendimento, aliada a reducéo dos custos das operacdes, permitiu o surgimento de equipamento
capazes de realizar trabalhos mais rapidos e objetivos. Os instrumentos podem dinamizar os
estudos de associacdo de gendtipos, mutacOes, evolucéo e de perfil ambiental da comunidade
microbiana (Hall, 2007; Ansorge, 2009).

Os sequenciadores NGS apresentam roupagens com sistemas de analise massivo em
paralelo, e trazem vantagens como maior velocidade, precisdo, maior rendimento, e custos
compativeis com o sequenciamento de Sanger. A desvantagem da obtencéo de fragmentos de
baixo comprimento e das exigéncias de infraestrutura informatizada complexa séo minimizadas
pela ampliacdo de possibilidades de aplicacdo e redugéo do custo por base a longo prazo.
Entretanto, ainda existem dificuldades para encontrar softwares que analisem esses dados com
a mesma velocidade em que eles séo gerados (Ansorge, 2009).

Sequenciadores que utilizam as abordagens de pirossequenciamento com emPCR, de
terminadores reversiveis com sintese por Bridge PCR, e de detec¢do de ions sdo capazes de
gerar dados precisos para montar um rascunho de um genoma bacteriano em alguns dias. O
sequenciamento por ligacdo apresenta 0s menores comprimentos de leitura, entretanto,
apresenta boa precisdo (Hu et al., 2021).

As plataformas que utilizam o pirossequenciamento evoluiram ao longo dos anos,
melhorando caracteristicas como o comprimento de leituras, o rendimento e otimizando o
tempo de trabalho (Tabela 2) (Loman et al., 2012). As ferramentas desse sistema possibilitam

uma amostragem mais ampla da diversidade de populacdes microbianas, gerando grandes
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quantidades de dados em curto espaco de tempo. Dispensa o uso de clonagem convencional
para a preparacdo de moldes, incrementando assim a eficiéncia do sequenciamento de DNA.
Sua maior desvantagem € a alta taxa de erros de insercdo, delecdo e substituicdo de bases, mas
as melhorias nas plataformas podem elevar a qualidade dos dados a 99,9% (Huse et al., 2007).

Tabela 2. Comparativo entre as Plataformas de Sequenciamento (PS) da Roche 454
Sequencing, para o sequenciamento Shotgum (*) e de Amplicons (**). Comprimento de Leitura
(CL) em pares de bases, Rendimento (R) em Megabases, NUmero de Leitura por Rodada
(NLR), Acuracia (A) em porcentagem, tempo (t) em horas. Dados obtidos em
http://454.com/index.asp.

Plataformas de sequenciamento Roche 454

_CL(Pb) R(Mb)  NLR _ A(%) | T (h)
. 100.000*
GS Junior 400 35 20,000 99 10 h
. 100.000*
GS Junior + 700 70 20.000** 99 18 h
1.000.000*
GS FLXLR 70 1600 450 ~200.000* 100 10 h
GS FLX XL + 11000 700 1.000.000* 99,997 23 h
Fonte: Elaboracéo baseada nos dados disponiveis em:

https://web.archive.org/web/20120829172226/http://www.roche.com/med-cor-2007-03-29.

A metodologia de sequenciamento por sintese com Bridge PCR é muito utilizada por
estar presente em varias plataformas. Mas s6 algumas sdo aplicaveis as pesquisas nas areas de
agrigendmica e gendémica microbiana (Tabela 3). As escolhas das plataformas Illumina devem
ser realizadas em funcdo dos objetivos e alvos do sequenciamento (SEQUENCING
PLATFORMS, 2014).

Tabela 3. Comparativo entre caracteristicas (C) dos sistemas da Illumina. Tamanho dos dados
(D) em Gigabytes, Tempo por rodada (T) em horas, Reads por rodada em milhdes (R), Leitura
maxima (L) em pares de bases.

Dados dos Sistemas Illumina

MiSeq
MiSeq MiSeqgDx MiSeq FGx NextSeq 500
D (Gb) 0,3-15 0,3-15 0,3-15 20-120
T (h) 5-55 4 - 55 4 -55 11-29
R (milhdes) 1-25 1-25 1-25 130 - 400
L (2 x bp) 300 300 300 150

Fonte: Elaboracéo baseada nos dados disponiveis em: http://www.illumina.com.

O pirossequenciamento apresenta sequéncias de maior comprimento de leitura (Liu et
al., 2012), confirmado em testes de rendimento no sequenciamento de Escherichia coli, no qual
também foram obtidos os maiores conjuntos de montagem, no entanto o rendimento foi baixo.
Por outro lado, os equipamentos com sequenciamento atraves de terminadores reversiveis por

Bridge PCR apresentam maior saida de dados e menor custo de reagentes, e nos testes com E.
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coli apresentaram o maior rendimento por corrida e a menor taxa de erro. O sequenciamento
por ligacdo de octdmeros apresenta maior precisdo que os dois anteriores (Tabela 4). Ja o
sequenciamento por deteccdo de ions apresenta maior rendimento rodando em um modelo com
100bp (Loman et al., 2012).

Tabela 4. Comparativo para as versdes G.007 e H da plataforma de sequenciamento Polonator.
Caracteristicas

) 8,7 (1 céamera)
Rendimento (Gb/h) 0,4 349 (4 cameras)

14 (1 cémera)

Tempo/Flow cell (h) 45 35 (4 cameras)
34,2 (1 camera)

Tempo/Genoma Humano (h) 710 85 (4 cameras)

Fonte: Elaboragdo baseada em Loman et al. (2012) e Liu et al. (2012)

Outro problema, além do tamanho dos fragmentos obtidos por sequenciadores de
segunda geracdo (Tabela 5), sdo os erros de insercdo, delecdo e substituicdo de bases, que
podem inviabilizar a analise de dados obtidos. Apesar de apresentar abordagem de ligacdo e
emPCR, a plataforma polonator diferencia-se das demais pela leitura das bases ser realizada
através de imagens de cameras, mas a tecnologia ainda esta em desenvolvimento, portanto o0s
dados ainda sao escassos (Huse et al., 2007).

A quebra das moléculas de DNA em fragmentos nos sequenciadores gera um grande
volume de dados que serdo utilizados posteriormente para a montagem da molécula. Apesar da
rapidez dos sequenciadores da segunda geracdo, os fragmentos obtidos por eles sdo menores
que os obtidos por Sanger, 0 que pode acarretar uma série de erros de sequenciamento. Os
sequenciadores da terceira geracdo apresentam uma nova abordagem, em que as plataformas
utilizam a técnica de sequenciamento de molécula Unica. Também surgem, nessa geracdo, 0s
sistemas em miniatura, utilizando a nanotecnologia. Eles dispensam amplifica¢des iniciais
(necessarias a todos 0s outros sistemas), e conservam as caracteristicas iniciais desejadas dos
sequenciadores das outras geracdes, tais como rapidez e economia. No entanto, a
representatividade dos dados e a reducdo dos erros experimentais continuam sendo 0s principais
obstaculos a serem superados pelas plataformas dessa geracdo (Athanasopoulou et al., 2021).

Tabela 5. Comparativo das principais plataformas de sequenciamento de proxima geracdo. As
plataformas (P) sdo apresentadas, em seguida o tipo de sequenciamento (S), o tipo de
amplificacdo (A), a geracao (G) do sequenciador, o tamanho das leituras (L) em pares de base,
o rendimento (R) em gigapares de bases, a precisdo (P) em porcentagem, nimero médio de
reads (Rd), aenzima (E) envolvida no processo (pol — polimerase; lig — ligase), o tipo de erro
(Er) comum a plataforma (Ins — erro de inser¢do; Sub- erro de substituicdo; Del — erro de
delecdo de bases). Dados de leitura, rendimento e 0 nimero de reads sdo apresentados por
rodada de sequenciamento.
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Fonte: Elaboracdo baseada em informagdes de Rhoads e Au (2015); Barba, Czosnek e Hadidi. (2014); Shendure
e Ji, (2008); Treffer e Decker (2010).

O maior obstaculo para a implementacdo dos sequenciadores de proxima geracdo
continua sendo a montagem dos genomas utilizando o volume de dados obtidos. A montagem
de genomas pode ser feita apenas com os reads obtidos dos sequenciadores (montagem de
novo) ou por comparacao com um genoma de referéncia. Entretanto, encontrar as ferramentas
adequadas para a montagem de genomas com a grande quantidade de fragmentos de sequéncias
de DNA gerados pelos NGS ndo é uma tarefa muito facil de ser realizada. As duas principais
tecnologias de montagem sdo o grafo de Bruijn e a estratégia de Overlap-Layout-Consensus
(OLC) (Athanasopoulou et al., 2021).

Na Estratégia de overlap-layout-consensus (OLC) ou grafos de sobreposicdo, a
sobreposicdo dos fragmentos determina a conexd@o entre eles. Os reads sdo comparados, e
conectados por arestas. 1sso pode ser feito por varias estratégias de calculo de sobreposicao.
Pode ser aplicado a montagens que utilizam fragmentos maiores como 0s obtidos nos
sequenciadores baseados no método de Sanger (Schatz; Delcher; Salzberg, 2010; Miller;
2012). A OLC utiliza como
ferramentas os montadores MIRA (Chevreux; Wetter; Suhai, 1999; Chevreux, 2007), Celera
(Myers et al. 2000) e Minimus (Sommer et al., 2007).

O Grafo de Bruijn ou grafo K-mer utiliza a estratégia de sobreposi¢do de fragmentos,

Koren; Sutton, 2010; Conway; Bromage, 2011; Couto et al.,

no entanto, os reads ndo sdo comparados par a par. E permitido apenas sobreposicoes exatas e
faz-se necessaria a realizacdo de correcao dos erros antes e durante a montagem para a obtencédo
das sequéncias consenso com qualidade. O grafo pode ser aplicado & montagem de genomas
utilizando fragmentos curtos de alta precisdo, como os obtidos nos sequenciadores NGS

(Conway; Bromage, 2011; Nagarajan; Pop, 2013); também utiliza os montadores Euler
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(Pevzner; Tang; Waterman, 2001), Velvet (Zerbino; Birney, 2008), Allpaths (Butler et al.,
2008), AbySS (Simpson et al., 2009), SOAPdenovo (Li et al., 2010) e o Ray (Boisvert;
Laviolette; Corbeil, et al., 2010).

A aplicacgéo das tecnologias dos sistemas NGS melhora as ferramentas de anélises das
comunidades microbianas em determinados ambientes de ecossistemas aquaticos e terrestres
(Shokralla et al., 2012). Ela tem proporcionado mudancas positivas nas &reas do
sequenciamento de genomas, ecologia, descoberta de novas espécies, epidemiologia,
transcriptomas, replicacdo, deteccdo e identificagcbes microbianas (Barba; Czosnek; Hadidi,
2014). Estudos de ecologia microbiana, utilizando métodos moleculares de sequenciamento em
massa, a exemplo do pirossequenciamento, tem mostrado maior adequacgéo para a obtencéo de
sequéncias de maior comprimento, e em larga escala, entretanto, os estudos utilizando o0s
terminadores reversos com Bridge PCR e outras tecnologias de NSG também tém apresentado
crescimento (Nikolaki; Tsiamis, 2013).

As técnicas tambem permitem comparar a diversidade microbiana de ambientes muito
diferentes, com poucos reads, ou ambientes muito parecidos, que podem precisar de milhares
deles (Lemos et al., 2011). Roesch et al. (2007) utilizaram a técnica para acessar a diversidade
microbiana de solos, Bokulich et al. (2012) acessaram a diversidade bacteriana do vinho
botritizado, Di Maiuta et al. (2013) estudaram a dindmica populacional em fezes de peixes
bagres para obtencdo de enzimas celuloliticas e Yergeau et al. (2012) sequenciaram fragmentos
das comunidades microbianas em areas contaminadas por petréleo. Essa abordagem também
foi utilizada para estudar a diversidade microbiana de amostras de bioaerosol causadores da
sindrome da poeira organica tdxica, obtendo-se sequéncias de alta qualidade tanto para fungos
como para bactérias (Madsen et al., 2015).

Geralmente, as plataformas NGS podem ser utilizadas no sequenciamento de amplicons,
na captura de sequéncias, e no sequenciamento do genoma completo (virus, fungos e bactérias),
em metagenémica, e no sequenciamento de transcriptomas. Também podem ser aplicadas em
genotipagem do polimorfismo de nucleotideos simples, tipagem microbiana,
ressequenciamento, e sequenciamento de marcadores (tag sequencing) (Ronaghi, 2001).

O pirossequenciamento foi utilizado para estudar a diversidade microbiana e a dinamica
populacional associada a dieta de peixes bagres (Di Maiuta, 2013), e para estudar a comunidade
microbiana em um biorreator anaerébico dindmico de membrana para tratamento municipal de
aguas subterraneas (Ma et al., 2013). O sequenciamento por terminadores reversos com Bridge

PCR foi utilizado para acessar 24 comunidades microbianas, com individuos associados a
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hospedeiros e de vida livre (Caporaso et al., 2012), e pode ser utilizado para sequenciar
amplicons de bactérias (Loman et al., 2012).

As abordagens de pirossequenciamento com emPCR e de sintese por terminadores
reversiveis com Bridge PCR foram utilizadas para estudar a dinamica da comunidade
microbiana em cultivos de uma espécie de camardo branco, Litopenaeus vannamei. Os dados
obtidos acessando os genes 16S rRNA com os dois tipos de sequenciamento foram suficientes
para deteccdo de 31 Filos, 66 classes, 90 ordens, 213 familias e 697 géneros de bactérias (Zhang
et al., 2016). Ja Zimmer et al. (2014) utilizaram Bridge PCR para estudar a adaptacdo de
isolados de Saccharomyces cerevisiae ao sulfito na fermentacgdo do vinho.

O uso da abordagem de sequenciamento por ligagédo possibilitou a identificacdo de 55
espécies bacterianas. Foi possivel observar a abundancia de filos, classe e géneros. Além disso,
foram obtidas sequéncias de enzimas selecionadas para o estudo de anélise evolutiva no DNA,
dentre eles enzimas que provocam a hidrolise do amido, tais como a alfa-amilase, e a
glucoamilase; e as enzimas relacionadas a desconstrucdo da celulose, tais como a alfa-
glucosidase, beta-glucosidase e a endoglucanase (Lima, 2014).

As plataformas que utilizam o sequenciamento por detec¢do de ions se aplicam bem a
trabalhos de pequena escala e rapida resposta; mostraram-se adequadas ao sequenciamento de
virus e bactérias, gastando apenas uma hora (Miller; Koren; Sutton, 2010); apresentam um
amplo espectro de uso na caracterizacdo de populagcfes de bactérias, anélises taxonémicas e
identificacdo de espécies (Life Technologies Corporation, 2013), para 0 sequenciamento em
estudos de microbiologia ambiental - metagendmica e para 0 sequenciamento de
microrganismos em microbiologia médica (Yergeau et al., 2012).

A abordagem também foi utilizada para sequenciar amplicons da regido ITS para
verificar o efeito das queimadas controladas em comunidades de fungos de florestas. Seus
resultados mostraram que ha alterac6es na comunidade de fungos em locais cujo intervalo de
queimadas é de trés anos, entretanto, naquelas em que o intervalo foi de seis anos, a comunidade
se mostrou similar as florestas onde ndo se aplica a técnica de queimada controlada (Brown et
al., 2013). Os resultados de Pylro et al. (2014), com a abordagem de terminadores reversos com
Bridge PCR e detecc¢do de ions, foram satisfatorios na avaliacao de perfis filogenéticos de genes
16S rRNA de comunidades microbianas naturais utilizando estudos de alfa e beta diversidade.

O NGS também pode ser aplicado em estudos de interacdo planta patégeno. A
abordagem RNA sequencing, presente nos sequenciadores baseados em PCR e molécula tnica,
foi eficiente em identificar os genes diferencialmente expressos durante a interagcdo mamoeiro-
Papaya Meleira Virus (PMeV) e indicou alguns genes chaves na inducdo a resisténcia ao
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patégeno (Madrofiero, 2014). Em outro trabalho, isolados de Johnsongrass mosaic virus
(JGMV), encontrados infectando plantas do género Brachiaria e Panicum foram utilizados para
a obtencdo de primers especificos para deteccdo do virus nas plantas estudadas (Silva, 2015).
A diversidade de Oomycetes, como Phytophthora infestans e Plasmopara viticola também ja
foram estudos por essa abordagem. Anjos (2013) estudou a diversidade de Plasmopara viticola,
e a estrutura genética de populagBes para obter marcadores microssatélite para estudos desse
patdgeno em vinhedos.

A técnica de True Single Molecule Sequencing (TSMS) foi utilizada para gerar dados
que permitissem sequenciar o DNA de 0ssos de cavalos encontrados no permafrost (Orlando,
2016). O sequenciamento de molécula Unica Nanopore ainda esta em teste, e mostrou-se capaz
de cobrir todo o operon do RNA em uma Unica leitura, mas apresentou erro de leitura, o que
indica a necessidade de melhorias (Roberts; Carneiro; Schartz, 2013).

Na industria, a TSMS pode ser utilizada para conhecer melhor a atuacao individual e
coletiva dos microrganismos. 1sso pode ser realizado devido a geracdo de dados sobre esses
conjuntos de microrganismos industrialmente importantes, pela reconstrucdo de genes, e
descoberta de seus agrupamentos; por meio de estudos sobre a acdo da regulacdo epigenética
na eficiéncia da manipulagdo genética dos microbios, mediante as identificacBes e isolamento
de membros criticos de comunidades microbianas complexas e do desenvolvimento de produtos
microbianos comerciais; realizando estudos das populagbes virais para facilitar o
desenvolvimento e avaliacGes de drogas e vacinas; obtendo sequéncias de transcriptomas e
metatranscriptomas para definir diretamente os operons bacterianos completos; gerar produtos
microbianos industrialmente importantes; e validar marcadores (targets) (Roberts; Carneiro;
Schartz, 2013).

As vantagens sdo a obtencdo de sequéncias de alta qualidade, com comprimento de
leitura que reduzem os gastos com as analises, que sdo rapidas e duram cerca de 2 horas, ndo
ha necessidade de clonar o DNA. Entretanto, os equipamentos apresentam como desvantagens
0 alto custo de aquisicdo e manutencdo, além de requerer massa alta de DNA (1 micrograma)
(Zhang et al., 2011; Roberts; Carneiro; Schartz, 2013).

De maneira geral, os métodos de sequenciamento utilizados pelas plataformas NGS
podem ser aplicados a estudos de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP), identificacdo de
bactérias, tipagem flngica e viral, detectar mutac@es, analises de metilacdo do DNA, sequéncias
multiplas, verificagdes de clones, sequenciamento do genoma humano, sequenciamento
completo do genoma de virus e bactérias e mudancas epigenéticas. Em metagendmica para
estudos de diversidade ambiental de microrganismos, essas plataformas de sequenciamento do
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DNA, dentre muitas finalidades, podem ser usadas para caracterizar e identificar, através de
analises taxonémicas, espécies da comunidade microbiana de determinado ambiente (Life

Technologies Corporation, 2013).

CONSIDERACOES FINAIS
As plataformas NGS apresentam infraestrutura computacional cara e requerem um

centro de dados com instalagdes e pessoal qualificado, além de espaco de midia suficiente para
armazenagem de dados, redes rapidas de acesso e sistemas de bancada associados. Entretanto,
h& um dinamismo muito grande nas alteracfes envolvendo o campo do sequenciamento de
genes por plataformas NGS. Além do surgimento de novas tecnologias, as remanescentes
melhoram seu desempenho de forma geral, preocupando-se com a qualidade dos dados obtidos
e com as explicagdes bioldgicas que possam validar esses achados.

Apesar de haver uma escassez de informacdes detalhadas e de ferramentas adequadas
ao alto potencial dos sequenciadores dessa natureza, os avangos da NGS irdo redefinir o campo
da genémica. Principalmente para a identificacdo dos microrganismos de sistemas agricolas e
ambientais, pois algumas técnicas possibilitam a identificacdo de microrganismos néo
cultivaveis. Além disso, podem possibilitar estudo de toda a comunidade microbiana presente
em amostras retiradas de diferentes biomas ou até envolvidos em determinados bioprocessos.

Os estudos do tema levaram a concluséo de que, desde a descoberta do DNA, cientistas
desenvolvem tecnologias importantes para os estudos de biologia molecular. As novas
ferramentas poderdo ser utilizadas em diversas areas e serdo de suma importancia para
verificacdo do papel e da composicdo das comunidades microbianas presentes no meio
ambiente, nos estudos da composigéo de solos produtivos, da aplicagédo de microrganismos na
agricultura, no controle de pragas e doencas, entre outras.

A aplicacdo tanto na agricultura como nas analises ambientais dessas ferramentas de
nova geracao poderdo ser uma vantagem estratégica no combate ao uso indesejado dos recursos
naturais, possibilitando aplicacdo de abordagens menos onerosas ao ambiente e adogdo de
praticas mais conservacionistas. O acesso a essas tecnologias podera ajudar na aplicagdo mais
eficiente dos conceitos de sustentabilidade, promovendo a melhoria das condi¢Ges sociais,

maior economia de recursos e respeito as caracteristicas ambientais.
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