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RESUMO

O uso continuo de hidrocarbonetos de petréleo, como a
principal matriz energética no ultimo século, vem gerando um
passivo ambiental que envolve ndo s6 a contaminagdo por
hidrocarbonetos, mas também por metais pesados, que além
de pertencerem a composicao natural do petréleo podem estar
associados em processos industriais como o uso de
catalizadores de refino, por exemplo. O aumento destes
materiais no ambiente impulsionou o desenvolvimento de
diferentes técnicas de tratamentos. O uso de micro-organismos
para a degradacdo de hidrocarbonetos €& conhecido como
biorremediagao; porém; esta técnica acaba sendo afetada pela
presenga de substancias tdoxicas como os metais pesados.
O efeito negativo destes metais na biodegradagdo de
hidrocarbonetos gerou a necessidade de uma compreensao
mais profunda da dindmica populacional dos micro-organismos,
assim como das variagbes dos genes funcionais presentes
em solos sob tais condigdes. As metodologias microbiolégicas
baseadas em cultivo sdo bastante limitadas, isto gera a
necessidade do uso de técnicas moleculares que séao
capazes de gerar informagdes globais, tanto sobre o
comportamento taxonémico, quanto dos genes funcionais dos
micro-organismos. Para tal, a metagendmica incorpora ambas
as habilidades nos permitindo compreender  mais
profundamente  tais dindmicas e  possibilitando o
desenvolvimento de estratégias de tratamentos de solos
contaminados mais eficientes.

Palavras-chave
Biorremediacgao, Metagenbmica, Multicontaminacgao,
Hidrocarbonetos, Metais.



ABSTRACT

The continued use of petroleum hydrocarbons as the main
energy sources in the last century has generated an
environmental liability that involves not only the hydrocarbon
contamination but also by heavy metals that, in addition to
belonging to natural composition of oil, may be associated in
industrial processes as the use of refining catalysts, for
example. The increase of these materials in the environment
spurred the development of different techniques of treatments.
The use of micro-organisms for degrading hydrocarbons is
known as bioremediation, but this technique has just affected
by the presence of toxic substances such as heavy metals
considered. The negative effect of metals in the hydrocarbon
biodegradation generated the need for a deeper understanding
of the population dynamics of microorganisms, as well as the
variations of functional genes present in soils under such
conditions. Microbiological cultivation based methods are quite
limited and creates the need for the use of molecular
techniques that are able to generate more comprehensive
information on both the taxonomic behavior as the functional
genes of microorganisms. For such, metagenomic incorporates
both abilities allowing us to understand more deeply these
dynamics, enabling the development of contaminated soil
treatment strategies more efficient.

Keywords
Bioremediation, Metagenomics, Multicontamination,
Hidrocarbons, Metals
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1| INTRODUGAO

O petroleo & uma das maiores fontes de contaminagédo do meio
ambiente, sendo uma importante fonte de contaminantes
organicos e também inorganicos. Elementos como o vanadio,
arsénio e niquel, além dos compostos organicos, também sao
constituintes do petréleo. Os residuos gerados pela industria do
petréleo ndo sé oferecem grandes riscos ao meio ambiente,
como a saude publica (KNOX; GILMAN, 1997). Nadal e
colaboradores (2007) monitoraram varias areas de atividade
industrial na Europa e concluiram que a atividade que mais
contribuia para o aumento de metais no ambiente era a
petroquimica.

Dados fornecidos pela USEPA (USEPA, 1996; USEPA, 2004)
mostraram um aumento da contaminagdo de metais
associados a compostos organicos de quase 300% de 1994 a
2003. A presenca de compostos organicos influencia na
mobilidade do metal no solo (GALVEZ-CLOUTIER; DUBE,
2002), prejudicando o ftratamento destes poluentes no
ambiente. Compostos organicos com maior viscosidade
afetam, por exemplo, as técnicas de lavagem do solo e neste
caso, portanto, os contaminantes organicos devem ser
removidos prioritariamente para posterior remocgdo dos
contaminantes inorganicos (DERMONT et al., 2008).

Os efeitos toéxicos e inibitérios dos metais pesados sobre o
crescimento microbiano requerem atengdo, uma vez que os
ions metalicos, dependendo de sua natureza, concentragao e
disponibilidade iréo interferir em atividades essenciais dos
micro-organismos presentes no solo, assim como no processo
de degradacdo dos compostos organicos (AMOR; KENNES;
VEIGA, 2001).
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Ha varios métodos de tratamento de solos contaminados, tanto
por processos fisicos e/ou quimicos quanto por biolégicos.
A biorremediacdo pode ser definida como um processo
baseado no emprego de micro-organismos ou suas enzimas
que sejam capazes de transformar substancias toxicas em
substancias menos ou nao toxicas. A biorremediagao pode ser
classificada como in situ (no local) ou ex situ (fora do local) e
engloba diferentes técnicas, como o bioestimulo, que é a
adicdo ou corregdo de nutrientes, umidade e oxigénio,
importantes para os micro-organismos presentes no solo, entre
outras (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).

Ao contrario dos hidrocarbonetos, os metais nao podem ser
degradados. Uma das abordagens para a remediagdo de
metais € a formacado de complexos estaveis dos metais com
biomassa microbiana (KRATOCHVIL; VOLESKY, 1998; LEDIN;
PEDERSEN, 1996; VOLESKY, 1990; VOLESKY; HOLAN,
1995). Esses complexos geralmente sdo resultados de
interacbes eletrostaticas entre os metais e os biopolimeros.
Estas substancias podem ser aplicadas a diferentes
tecnologias (como, por exemplo, biofiliros) as quais exploram
essa capacidade (GUTNICK; BACH, 2000).

Estes biopolimeros s&o moléculas naturais das estruturas
celulares dos micro-organismos ou sdo produzidas
propositalmente para exercer fungdes ligadas a adeséao celular,
agregacgao (floculagdo e biofiime), interagdo célula-célula,
estruturagéo fisica de agregados, barreira protetora (retengao
de agua e sorgéo de xenobiontes), e formagao de um ambiente
favoravel a atividade enzimatica. Sua plasticidade funcional
acaba por torna-las com um aspecto de grande interesse
biotecnolégico em diversas é&reas (WINGENDER; NEU;
FLEMMING, 2012).
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As técnicas de remediacdo aqui citadas, assim como a
capacidade do solo de exercer suas fungbes basicas, estdo
diretamente relacionadas a diversidade microbiana deste solo.
A caracterizagdo completa das comunidades microbianas do
solo . dificil de ser realizada, uma vez que este ambiente
possui uma enorme diversidade genotipica e fenotipica,
heterogeneidade, e inacessibilidade. Porém, com o
desenvolvimento das técnicas de biologia molecular,
associadas ao conhecimento em bioinformatica, tornou-se
possivel essa caracterizagdo, revelando os grupos atuantes,
muitos destes até entdo desconhecidos (FRANCO; CUNHA;
ROSADO, 2006).

A utilizagdo de técnicas moleculares permite, portanto, um
conhecimento mais aprofundado dos grupos microbianos
presentes, apdés a selegdo natural imposta por condigdes
extremas, como a presenga de substancias poluentes e de
suas formas distintas de tratamento. Do ponto de vista técnico,
estes métodos sao viaveis porque sao rapidos e sensiveis para
identificar e monitorar a populacdo microbiana presente e
atuante no processo de biorremediacdo (CUNHA, 2004;
WATANABE; HAMAMURA, 2003).

As analises metagendmicas possibilitam, a partir do isolamento
do DNA proveniente de uma amostra ambiental, avaliar, tanto a
presenca de marcadores filogenéticos, quanto de fendtipos ou
caracteristicas especificas (HANDELSMAN, 2004), assim como
na descoberta de novas rotas de degradacdo de
hidrocarbonetos (SIERRA-GARCIA et al., 2014).
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Para a realizagdo da metagendmica, a utilizagdo do método
tradicional de sequenciamento de DNA (SANGER; NICKLEN;
COULSON, 1977) permite apenas amostras individuais de
sequéncias, consequentemente, € inadequada para o
processamento de amostras ambientais complexas,
especialmente para estudos em grande escala. Estas amostras
contém, muitas vezes, as misturas de DNA a partir de centenas
ou milhares de individuos. Embora o sequenciamento
convencional tenha proporcionado o desenvolvimento de
grandes bibliotecas de DNA, o numero de individuos em uma
amostra ambiental acaba aquém da realidade (HAJIBABAEI
et al, 2011). Com o objetivo de superar tal limitagcdo, a
utilizagdo do sequenciamento de nova geragao oferece
um meio eficaz de resolver questbes dificeis na ecologia,
visando o estudo do DNA em amostras ambientais
(SHOKRALLA et al., 2012).

Com base neste contexto, a utilizacdo desta técnica molecular
proporciona uma melhor compreensao das alteragbes nas
comunidades microbianas de um solo multi-contaminado que,
além de inovadora, demonstra ser adequada diante das
caracteristicas do material estudado e das possibilidades de
respostas geradas.
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2 | FERRAMENTAS MOLECULARES NO MONITORAMENTO
DO SOLO

Os micro-organismos do solo participam de processos
importantes (por exemplo, da ciclagem de nitrogénio e carbono,
interagbes simbiodticas com as plantas etc.), assim como
deletérios (emissdes de oxido nitroso e metano; doengas de
plantas), mas, ainda assim, importantes. Para entender melhor
0 solo e minimizar os impactos ambientais negativos ha a
necessidade da compreensdo mais detalhada das
comunidades microbianas responsaveis por essas atividades e
como elas podem responder ao estresse ambiental (HIRSCH,;
MAUCHLINE; CLARK, 2010). No entanto, todos os estudos dos
micro-organismos do solo sdo dificeis por causa da
heterogeneidade de sua composigdo, do grande numero
(109 células individuais) e diversidade (> 10° taxa distinta) de
micro-organismos presentes em cada grama de solo (CURTIS;
SLOAN, 2005; GANS; WOLINSKY; DUNBAR, 2001), e da falta
de conhecimento sobre a maior parte desta microbiota. Apenas
uma minoria das bactérias do solo, geralmente estimada em
cerca de 1% do numero total de células observadas por
contagem direta, pode ser cultivada em meio de cultivo, em
laboratério (SKINNER; JONES; MOLLISON, 1952). Em areas
com elevada disponibilidade de nutrientes, tais como a
rizosfera, este numero pode subir para mais de 10%
(SYRENSEN et al., 1997). Mesmo que a maior parte das
bactérias fosse cultivavel, ndo ha qualquer garantia de que a
atividade mensurada no laboratério seja representativa do que
ocorre sob um conjunto de condicées do solo (HIRSCH,;
MAUCHLINE; CLARK, 2010).
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Para evitar a necessidade de cultivo no laboratério, as
bactérias e os fungos podem ser lisados diretamente no solo
para extrair marcadores bioquimicos. Fosfolipidos, derivados
de membranas celulares, caracterizadas por diferentes cadeias
de grupos acila, provaram ser Uteis como indicadores gerais
das alteragbes na estrutura da comunidade bacteriana em
solos submetidos a diferentes condigdes (ZELLES et al., 1992).
Eles sdo extraidos, principalmente, de células microbianas
viaveis, degradando rapidamente apdés a morte celular. As
membranas de bactérias e células eucaridticas contém
phospholipid fatty acids (PLFA), enquanto que as membranas
celulares de arqueas contém phospholipid etherlipid (PLEL),
um recurso exclusivo para este grupo de procariontes
(GATTINGER et al.,, 2002). Similarmente, ergosterol, um
componente das membranas das células dos fungos, pode
fornecer estimativas da biomassa fungica viavel no solo, nao
sendo um componente da parede celular bacteriana (ZELLES;
ALEF, 1995).

No entanto, nenhum destes métodos tem como alvo grupos
especificos, com as fungdes-chave do solo; o material genético
isolado a partir do solo, contudo, possui as informagbes de
todas as propriedades dos organismos, sendo por vezes
descrito como metagenoma solo (RONDON et al., 2000).

Utilizando a técnica de qPCR, varios grupos e espécies de
bactérias tém sido alvos de quantificacdo (ZHANG; FANG,
2006). Sistemas de detecgdo e quantificagcdo de diversos
grupos de micro-organismos, fungdes ecoldgicas e
metabolismos especificos estdo publicados na literatura
(AN; MAINELIS; WHITE, 2006; FURUKAWA et al., 2006;
POWELL et al., 2006; ZHANG; FANG, 2006).
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Os RNAs ribossomais 16S e 18S, ou seus genes (DNAr), sdo
importantes marcadores moleculares de procariotos e
eucariotos, respectivamente. Os produtos de PCR, gerados a
partir de iniciadores baseados em regides conservadas dos
genes que codificam para o rRNA 16S, resultam em uma
mistura de fragmentos de DNA que representam todas as
espécies do solo potencialmente acessiveis ao PCR. Esses
produtos de PCR podem ser utilizados para construcdo de
bibliotecas de clones (CAIG et al.,, 2001) e em técnicas de
fingerprinting (GARBEVA; VAN VEEN; VAN ELSAS, 2004).

A clonagem desses fragmentos de DNA “ambiental” em um
hospedeiro cultivavel levou ao surgimento de uma nova linha
de pesquisa. A analise gendbmica de uma populagcdo de
micro-organismos surgiu como pec¢a-chave de um novo avango
na pesquisa em microbiologia. Assim, para estudo e
preservagado, o DNA microbiano poderia ser utilizado na busca
de informacbes sobre a fisiologia e a genética de organismos
ndo cultivaveis (CURTIS; SLOAN; SCANNELL, 2002;
HANDELSMAN, 2004; PESSOA FILHO, 2010).

O primeiro relato de clonagem de DNA, diretamente extraido
e purificado de amostras ambientais, foi feito em uma analise
de comunidades microbianas marinhas, permitindo um
levantamento da diversidade filogenética das populagbes de
picoplancton marinho (SCHMIDT; DELONG; PACE, 1991).
Posteriormente, a construgao de uma biblioteca metagendmica,
a partir de uma mistura de organismos enriquecidos em
gramineas ressecadas em laboratério, permitiu a deteccao
de clones que expressavam atividade celulolitica (HEALY
et al., 1995).



D 16 Taketani, N. F. et alii

2.1 | Metagenomica

O termo metagendmica foi descrito pela primeira vez por Jo
Handelsman, da Universidade de Wisconsin (EUA), a partir da
sugestdo de uma série de procedimentos para acessar o
metabolismo de micro-organismos desconhecidos no solo.
Seu propdsito era avangar a pesquisa em produtos naturais.
Partindo do pressuposto de que a grande maioria dos
micro-organismos do solo nunca foi isolada nem cultivada em
laboratério, foi sugerido, entdo, que esse ambiente poderia
constituir a maior fonte de recursos desconhecidos na quimica
de produtos naturais (HANDELSMAN et al., 1998).

As analises metagendmicas consistem no isolamento do DNA
proveniente de uma amostra ambiental, fragmentagdo e
insergao do DNA em um vetor adequado, transformagao de um
hospedeiro bacteriano, e screening das células recombinantes.
Os clones podem ser avaliados quanto a presenga de
marcadores filogenéticos (conhecidos como ancoras), tais
como o préprio gene rRNA 16S ou o gene recA, ou de outros
genes conservados. Também podem ser testados quanto a
expressdo de fendtipos ou caracteristicas especificas, tais
como atividades enzimaticas ou a produgédo de antibidticos.
Outra possibilidade é o sequenciamento aleatério de clones da
biblioteca (HANDELSMAN, 2004). Na Figura 1, é apresentado
um fluxograma classico em projetos de metagendmica.
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Figura 1. Fluxograma comparativo de projetos genoma tradicionais e
projetos em metagendémica (PESSOA FILHO, 2010).

O método tradicional de sequenciamento de DNA (SANGER;
NICKLEN; COULSON, 1977) permite apenas amostras
individuais de sequéncias, sendo, consequentemente,
inadequado para o processamento de amostras ambientais
complexas, especialmente para estudos em grande escala.
Estas amostras contém, muitas vezes, as misturas de DNA a
partir de centenas ou milhares de individuos. Embora o
sequenciamento convencional tenha proporcionado o
desenvolvimento de grandes bibliotecas de DNA, o nimero de
individuos em uma amostra ambiental acaba aquém da
realidade (HAJIBABAEI et al., 2011).
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Recuperar sequéncias de DNA em uma amostra global
ambiental requer a capacidade de leitura paralela de diversas
moléculas de DNA, algo que as tecnologias de nova-geragao
de sequenciamento possibilitam e, cada vez mais, com os
custos reduzidos (SHOKRALLA et al., 2012).

Os sequenciadores de nova-geracdo (SNG) permitiram a
construgéo de plataformas de sequéncia de DNA diretamente
de amostras ambientais (SOGIN et al., 2006). Estes dados
foram usados em uma variedade de aplicagbes, incluindo a
comparagdo de microbiotas de individuos saudaveis em
relacdo a doentes (ANDERSSON et al., 2008; ZHANG et al.,
2009); para inferir a saude de um ecossistema por meio da
andlise de biodiversidade (HAJIBABAEI et al., 2011); em
estudo do DNA ancestral (BOESSENKOOL et al., 2012; HAILE
et al., 2009; SUNSTEBJ et al., 2010); e na andlise da dieta a
partir de fezes ou conteudo intestinal (DEAGLE; KIRKWOOD;
JARMAN, 2009). Métodos computacionais avangados tornaram
possivel inferir medidas de biodiversidade através do tempo e
do espacgo, anotando e agrupando sequéncias de DNA usando
uma combinacdo de atributos e técnicas filogenéticas
(HAJIBABAEI et al., 2011).

A anadlise SNG fornece um meio eficaz de resolver questdes
dificeis na ecologia, visando o estudo do DNA em amostras
ambientais. A revolugdo nas tecnologias SNG também se
reflete em varios sistemas de sequenciamento concorrentes e
seu rapido avancgo (Figura 2)(SHOKRALLA et al., 2012).
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Figura 2. Desenvolvimento histérico das tecnologias de
sequenciamento. O didametro de cada circulo representa o tamanho da
sequéncia lida em pares de bases (pb). As cores correspondem ao
tipo de tecnologia (SHOKRALLA et al., 2012).

Em 2010, a Life Technologies apresentou o aparelho lon
Personal Genome Machine (IPGM) como uma tecnologia a
qual ndo se usava deteccao por emissao de luz. Este sistema
baseia-se na detecg¢do, em tempo, da concentragédo de ions de
hidrogénio, langados como um subproduto quando um
nucleotideo é incorporado a uma cadeia de DNA pela agédo da
polimerase. O lon Torrent, como ficou conhecido, usa uma
matriz de micro-esferas em micro-pogos para executar esta
reagao bioquimica massivamente paralela. Cada pogo contém
varias copias da mesma sequéncia de DNA obtida a partir da
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amostra. Sob os pogcos ha um sensor capaz de detectar a
mudanga no pH gerada a partir da liberagao de ions hidrogénio
devido a incorporagao dos nucleotideos, como mostrado na
Figura 3 (MILLER et al., 2011; ROTHBERG et al., 2011).

Figura 3. Arquitetura do chip (A) e do micro-pogo (B) (Rothberg et al.,
2011).

O equipamento pode utilizar um dos trés chips de ions
disponiveis: 314, 316, ou 318, que pode gerar até 10 Mb, 100
Mb ou 1 Gb de dados, respectivamente, de acordo com a
cobertura necessaria. Em 2012, a Life Technologies langou
uma nova geragao de sequenciadores de semi-condutores de
ions, o sequenciador de bancada lon Proton. Os Chips do lon
Proton sdo capazes de sequenciar 0 genoma oOu exoma
humano em apenas algumas horas (SHOKRALLA et al., 2012).

O uso de ferramentas moleculares no estudo da diversidade
microbiana em ambientes degradados constitui uma excelente
oportunidade para se entender como se comporta a estrutura
das comunidades e processos no solo, frente a disturbios
(JACKSON et al., 2003).
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2.1.1 | Andlises Taxonémicas

As sequéncias dos genes que codificam o rRNA 16S fornecem
informagdes sobre a comunidade bacteriana em diferentes
amostras ambientais, permitindo uma avaliagdo da dindmica
populacional bacteriana em amostras de solos contaminados.
Tendo isto, os trabalhos recentes utilizando esta ferramenta
para estudos de solos contaminados por hidrorcabonetos e
metais vém apontando novidades ainda nao vistas.

A presenga de Proteobacterias em ambientes contaminados
por petréleo ¢é largamente conhecida na literatura,
principalmente das y-proteobacteria que possuem membros ja
conhecidos como degradadores de hidrocarbonetos como as
Pseudomonas, por exemplo Oyetibo et al., (2013).

Ja o Filo Actinobacteria vem ganhando mais atengdo nos
ultimos anos pela sua participagdo nos processos de
degradagdo de hidrocarbonetos (ACOSTA-GONZALEZ et al.,
2015; DE PASQUALE et al., 2012; LIN et al., 2012; VILA;
GRIFOLL, 2009; ZEINALI; VOSSOUGHI; ARDESTANI, 2007).
O género Rhodococcus, por exemplo, é tido como um individuo
importante, principalmente na degradacéao da fragdo de alcanos
dos hidrocarbonetos do petréleo (ACOSTA-GONZALEZ et al.,
2015; AUFFRET et al., 2014; SONG et al., 2011).

O trabalho de Silva e colaboradores (2013) mostra a
diversidade microbiana em reservatérios de petréleo, sendo a
ocorréncia de aproximadamente 10% representada pelo Filo
Actinobacteria. Este achado nos leva a considerar que a
alteragcdo das populagdes microbianas em ambientes
contaminados pode ocorrer pela introdugdo de novos
individuos presentes no préprio contaminante.
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A Hipotese do Disturbio Intermediario (IDH — Intermediate
Disturbance Hypotesis), proposto por Connell e colaboradores
(1978), supbe que disturbios de graus moderados no ambiente
podem afetar, negativamente, populagdbes que eram
predominantes, favorecendo uma maior abundancia de
populagdes antes oprimidas. Esta dinamica muitas vezes
podem ser vistas em solo sob contaminagbes de diversas
naturezas.

Tayebi e Ahangar, (2014) estudaram a influéncia de metais
pesados nas atividades microbianas do solo e mostraram que
algumas das contaminagdes aumentaram a diversidade de
micro-organismos no solo e usaram a IDH na discussédo dos
resultados como provavel causa. Shi e colaboradores (2005),
avaliaram a diversidade microbiana de um solo constantemente
contaminado por Cr, Pb e hidrocarbonetos e observou maior
susceptibilidade dos micro-organismos aos hidrocarbonetos do
que aos metais.

2.1.2 | Analises Funcionais

As analises por metagendmica permitem a detecgdo de genes
referentes as fungbes ja descritas na literatura, muitas delas
estéo relacionadas a degradacéo de xenobiontes, respostas ao
estresse e ao metabolismo de compostos aromaticos. Isto
permite comparar o comportamento da presenca de tais
funcdes frente a diferentes condigcbes de contaminagao. Outra
possibilidade é fazer a filiagcao taxondémica a tais funcgoes,
revelando os grupos de micro-organismos relacionados a
estas.
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As vias metabdlicas bacterianas de degradacdo de
hidrocarbonetos séo, na etapa inicial, catalisadas por enzimas
da classe das oxigenases, monooxigenases e dioxigenases.
Essas enzimas sao alvos principais de estudos para as
analises funcionais dos processos de biodegradagdo de
hidrocarbonetos (AUFFRET et al, 2014; HAMME; SINGH;
WARD, 2003; SILVA et al., 2013).

Com relagéo aos efeitos toxicos dos metais na biodegradacgao
dos hidrocarbonetos, é possivel verificar que ocorre uma
mudanga do perfil populacional provocada pela presencga deste
metal. Este fato tem, provavelmente, relagdo com a repressao
de grupos sensiveis a toxidez do metal, que favorece grupos
muitas vezes mais eficientes na degradacdo dos
hidrocarbonetos, tornando o processo de remogado desses
compostos mais eficaz (DERMONT et al., 2008; MUNIZ, 2004;
PEREZ-DE-MORA; ENGEL; SCHLOTER, 2011; SANTOS-
ECHEANDIA; PREGO; COBELO-GARCIA, 2008; TANG et al.,
2010).

O conceito de redundancia funcional, dado por Turnbaugh e
colaboradores (2009), se aplica bem a dindmica ecoldgica
dada neste contexto. Turnbaugh mostra que os genes
funcionais sdo mais conservados do que o0s genes
relacionados aos filotipos. Assim, a diversidade dos
micro-organismos no ambiente podem possuir os mesmos
grupos funcionais, mesmo com graus de eficiéncia distintos.

Muitos dos genes envolvidos na degradacdo de
hidrocarbonetos estdo presentes em elementos genéticos
moéveis (MA; WANG; SHAO, 2006; WHYTE; BOURBONNIERE;
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GREER, 1997). Isto pode também contribuir para a
conservacgao desses genes funcionais no sistema.

Dos poucos trabalhos que avaliam a biodegradagdo de
hidrocarbonetos através da metagendmica (ADETUTU et al.,
2013; BELL et al.,, 2013; CHEEMA; LAVANIA; LAL, 2014),
todos utilizaram niveis de contaminacdo na faixa de 0,5 a 1
%(m/m). Nestes casos foi possivel observar niveis de alteragao
significativos com o aumento de genes relacionados a
degradagao de hidrocarbonetos.

Shen e colaboradores (2005) estudaram a interagdo de metais
(Cd, Cu e Pb) e HPAs em relagéo as enzimas do solo (urease e
desidrogenase) e mostraram que cada interagdo gera um
comportamento enzimatico distinto, sendo o Cd e o Cu, os
metais que provocaram menores e maiores alteracdes,
respectivamente, contrariando o que se poderia esperar pelo
grau de toxidez destes metais.

Outro trabalho (ALMEIDA et al., 2013) também mostra a
interagdo de metais (Cd, Cu e Pb) na biodegradacdo de HTP.
O metal considerado menos téxico (Cu), dentre os estudados,
foi o que gerou maior inibicdo na degradagcdo de HTP em
amostras de sedimento arenoso, assim como no trabalho
citado anteriormente (SHEN et al., 2005). Ja os mesmos testes
realizados com sedimento argiloso da mesma regido nao
apresentaram nenhuma diferenca na degradacao do 6leo. Tais
resultados reforgam, ainda mais, as particularidades que
envolvem as interagées dos contaminantes ao ambiente em
que é exposto.

No trabalho de Ke e colaboradores (2010) foi feito um estudo
de biodegradagéo de diferentes tipos de hidrocarbonetos por
uma alga na presenca de diferentes metais (Cd, Cu, Ni, Zn).
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Como resultado, eles observaram uma influéncia positiva na
degradagdo de hidrocarbonetos de baixo peso molecular, e
negativa com as moléculas de alto peso molecular. Portanto, os
estudos com contaminagdo por petréleo devem levar em
consideragdo toda essa complexidade quimica dos
contaminantes.

A compreensdo mais aprofundada das vias de degradacao,
assim como o melhoramento das técnicas de monitoramento
das mesmas pode ser um caminho promissor para uma
avaliacdo mais especifica do processo de biodegradagédo de
hidrocarbonetos, gerando respostas mais objetivas em termos
de processo. Porém, devemos sempre levar em consideragao a
diversidade biolégica e ambiental que pode nos colocar frente
as peculiaridades que necessitem de ferramentas mais
robustas para serem elucidadas.
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3 | CONSIDERAGOES FINAIS

A utilizagcdo de ferramentas moleculares na avaliagdo de solos
multicontaminados por hidrocarbonetos e metais permite um
conhecimento mais aprofundado dos grupos microbianos
presentes, apdés a selegdo natural imposta por condigoes
extremas, como a presenca destes contaminantes e de suas
formas distintas de tratamento. Do ponto de vista técnico, estes
métodos sao viaveis porque sdo rapidos e sensiveis para
identificar e monitorar a populagdo microbiana presente e
atuante no processo de biorremediagdo (CUNHA, 2004;
EVANS et al., 2004; TAKETANI et al., 2015; WATANABE;
HAMAMURA, 2003).

Apesar da utilizagdo da metagendmica para o estudo da
diversidade microbiana, as técnicas tradicionais, que envolvem
enriquecimento e cultivo, ainda sao fundamentais para a
obtencdo de um conhecimento mais detalhado a respeito de
capacidades metabdlicas e caracterizagao fenotipica. Neste
sentido, faz-se necessario uma abordagem polifasica para
chegar o mais proximo possivel da caracterizagdo do ambiente,
além de permitir definir com mais precisdo o melhor processo
de biorremediacdo a ser implementado, desenvolvendo
mecanismos que promovam a utilizagdo maxima da
comunidade microbiana total (CUNHA, 2004; YERGEAU
et al., 2012).

Nao podemos atribuir, simplificadamente, que metais e
hidrocarbonetos sao substincias tdxicas que afetam
negativamente a vida no solo, pois 0s processos ecoldgicos no
solo ocorrem sob influéncia de todos os tipos de substancias
respaldados por um arcabougo genético e metabdlico dos
micro-organismos presentes. Esses recursos estédo diretamente
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relacionados com a diversidade bioldégica e associados as
variaveis ambientais e quimicas, formando interagcbes bastante
particulares. Portanto, a comparagao entre essas diferentes
interagbes, para uma abordagem mais generalista, € um
grande desafio e deve ser evitada. Estudos de ambientes
contaminados devem sempre levar em consideragdo todas
essas peculiaridades e serem abordados de forma integral,
objetivando um resultado mais preciso
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ao Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inova¢des e Comunicacdes - MCTIC,
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