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RESUMO

O mercurio (Hg) € um metal traco ndo essencial aos organismos, tOxico mesmo
nas menores concentracées. Nas Ultimas décadas, a disponibilidade de Hg tem
aumentado em decorréncia de atividades da industria, mineracao e agricultura,
causando impactos negativos nos corpos hidricos, seja pelo lancamento de
efluentes ou pelo escoamento da dgua superficial. Para minimizar tais impactos,
estratégias de biorremediacao utilizando plantas como Salvinia auriculata Aublet,
gue tem alta tolerancia a metais, juntamente com microrganismos como Yarrowia
lipolytica, uma levedura que possui capacidade de biossorcédo de metais, pode
oferecer beneficios para o tratamento de areas contaminadas. Neste sentido, o
trabalho avaliou o efeito da inoculacdo de Y. lipolytica UENF-F em S. auriculata
sob estresse causado por Hg. Para tanto, as plantas foram aclimatadas em casa
de vegetacdo com solugéo nutritiva de Hoagland % por 7 dias. Em seguida, foi
utilizado 500 mL de solucé&o nutritiva e 1 g de planta nos tratamentos: T1) planta
(controle) e T2) planta + Y. lipolytica, T3) planta + Y. lipolytica + Hg e T4) planta
+ Hg. Este ensaio foi realizado por 4 dias em casa de vegetacdo. No quarto dia
foi realizada a troca da solucéo nutritiva e adicionado aos tratamentos T3) e T4)
0,7 mg Lt de Hg. Apds mais 4 dias foram avaliados os parametros: biomassa
fresca (BF), biomassa seca (BS), extravasamento de eletrolitos (EE), teor de
clorofila a, clorofila b e carotenoides. Para analise estatistica foi utilizado Teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Como resultado, foi observado incremento de
(47%) de BF nas plantas inoculadas (T2) comparado as plantas nao inoculadas
(T1). Neste contexto, para BS, também se obteve incremento de 27% em (T2).
Ja as plantas previamente inoculadas e transferidas para solucao contendo Hg
(T3) tiveram incremento de (54%) de BF, comparado a (T4). Comparando
plantas ndo inoculadas (T1) com plantas inoculadas (T2) houve aumento de
(62%) no teor de clorofila a, (80%) clorofila b e (93%) de carotendides. Na
comparacao de plantas sob estresse por Hg (T4) com plantas inoculadas e
adicdo de Hg (T3) foi observado aumento significativo do teor de clorofila a
(85%), clorofila b (473%) e carotendides (171%) em (T3). Na analise de EE, foi
verificado aumento na presenca de Hg sem a levedura (T4) comparado com o
tratamento com levedura (T3) em (98%). Desta forma, a aplicacéo de Y. lipolytica
UENF-F em S. auriculata mostrou que a cepa foi capaz de proteger a planta do
estresse causado por Hg, sendo a concentra¢cdo usada muito acima do permitido
pelo CONAMA, sugerindo que esta interagdo tem potencial para ser aplicada
como uma alternativa para uso em processos de biorremediacao.

Palavras-chave: Metal tdxico, contaminacdo ambiental, interacdo planta e
microrganismo

Xl



ABSTRACT

The Mercury (Hg) is a trace metal not essential to organisms, it is toxic even in
low concentration. On the past few decades, Hg availability has been increasing
because of industry, mining and agriculture activities, causing negative impact to
water bodies, either by effluent release, or by superficial water flow. In order to
minimize such impacts, bioremediation strategies using plants as Salvinia
auriculata Aublet, which, in has high tolerance to metals, along with
microorganisms as Yarrowia lipolytica, an yeast able to bioabsorb metals, can
offer benefits for the treatment in contaminated areas. In this sense, this paper
assessed the inoculation effect of Y. lipolytica UENF-F in S. auriculata, under
stress caused by Hg. To do such, plants have been acclimatized at a vegetation
house, with a nutritive solution of Hoagland % for 7 days. After this period, it was
used 500 mL of nutritive solution and 1g of plants in these treatments: T1) plant
(Control) and T2) plant + Y. lipolytica, T3) plant + Y. lipolytica + Hg and T4) plant
+ Hg. This trial was carried out for 4 days in a vegetation house. By the fourth
day, a replacement on the nutritive solution occurred, and 0,7 mg L of Hg was
added to the T3) and T4) treatments. After 4 more days, these parameters were
evaluated: fresh biomass (FB), dry biomass (DB), electrolyte leakage (EL),
chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoids content. For a statistical analysis, a
Tukey’s Test at 5% probability was used. As a result, it was observed an increase
of (47%) in FB on inoculated plants (T2), compared to not inoculated plants (T1);
In this sense, for DB, there was also an increase of 27% in (T2). As for the
previously inoculated plants and transferred to the solution containing Hg (T3),
there was a 54% increase on FB, compared to (T4). Comparing not inoculated
plants (T1) to inoculated plants (T2), there was an increase in the contents of
(52%) on chlorophyll a t, (80%) chlorophyll b and (93%) on carotenoids. When
comparing plants under stress by Hg (T4) to inoculated plants and Hg addition
(T3), it was noticed a significant increase in the contents of chlorophyll a (85%),
chlorophyll b (473%) and carotenoids (171%) in (T3). On the EL analysis, it was
verified an increase in Hg presence without yeast (T4) compared to the treatment
with yeast (T3) in (98%). This way, the application of Y. lipolytica UENF-F in S.
auriculata has shown that the strain was able to protect the plant from the stress
caused by Hg, with an utilized concentration much higher than the allowed by
CONAMA, suggesting this interaction has potential to be applied as an alternative
to be used in bioremediation processes.

Key-words: toxic metal, environmental contamination; plant-microorganisms
interaction.
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1. INTRODUCAO

A poluicdo do ambiente aquético por contaminantes potencialmente toxicos
tem sido motivo de preocupacdo para a sociedade nas ultimas décadas. Em
comparacao com 0s contaminantes organicos, 0s processos de decomposicao
natural ndo removem metais, de modo que elementos como mercurio (Hg) séo
acumulados, causando danos a saude humana (HA et al, 2016; USEPA, 2015).

As fontes de emissdes de Hg por fontes antropogénicas em 2015
ocorreram majoritariamente na Asia, seguida pela América do Sul e Africa
Subsaariana. Essas emissdes introduziram cerca de 1.220 toneladas de Hg em
ambientes terrestres e de agua doce (GUZMAN et al, 2020).

Somente no periodo de 2010 a 2013, o Brasil emitiu 39.214 kg de Hg para
o ambiente, sendo a maior parte devida a mineracao de ouro (22.500 kg) (UNEP,
2018). A contaminacédo dos corpos hidricos com Hg preocupa pelo consumo de
pescado. As comunidades ribeirinhas, por exemplo, encontram-se
extremamente expostas a bioacumulacdo desse metal (GOMES et al, 2021).

Na regido Norte Fluminense, a seca de 2014 sobre a bacia do Rio Paraiba
do Sul promoveu um aumento nos niveis de Hg total e metil mercurio nos peixes
(AZEVEDO et al, 2018). A avaliacdo de is6topos de C, N, Hg e Se em uma rede
alimentar tropical do litoral norte do Rio de Janeiro mostrou que o Hg apresentou
maior taxa de aumento na teia alimentar (KEHRIG et al, 2013). Sousa (2000)
determinou a concentracdo de Hg nos sedimentos e solos de lagoas do norte do
Estado do Rio de Janeiro. Dentre as lagoas estudadas, foram observadas as
maiores concentracbes de Hg na lagoa do Campelo em Campos dos
Goytacazes.

A familia de samambaias Salvinaceae apresenta a capacidade de
hiperacumulagdo de metais (REZANIA et al, 2016). Estudos recentes de
sequenciamento gendmico mostraram que dois géneros dessa familia, Azolla e
Salvinia, podem ser utilizados para entender a evolugéo das plantas aquaticas e
a sua associagdo com microrganismos benéficos. O género Salvinia mostrou-se
especialmente interessante para ser utilizado como organismo modelo de estudo
para samambaias, uma vez que essas plantas possuem genoma pequeno, tém

ciclo de vida curto e facil cultivo no laboratério (LI et al, 2018).
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Trabalhos realizados pelo grupo de pesquisa de Microbiologia Ambiental
(UENF/IFRJ) também mostraram a eficacia da inoculacdo de microrganismos
para promoc¢ao do crescimento de plantas aquaticas e protecao contra estresse
causado por excesso de metais. Segundo Silva (2019), seus experimentos
demonstraram que S. auriculata inoculada com uma cepa de Enterobacter teve
aumento significativo de biomassa fresca e efeitos protetores ao estresse com
cobre (Cu) na planta. Em outro trabalho, Orozimbo (2020) realizou a inoculacéo
da bactéria Bacillus toyonensis em S. auriculata na presenca de chumbo (Pb) e
ocorreu a diminuicdo do EE nas células vegetais. A inoculacdo de Y. lipolytica
nesta macréfita aquatica em experimento para remocao de Cu, mostrou que a
levedura minimizou os efeitos negativos causados pelo metal nas células
vegetais (BARROSO 2018). Mais recentemente, o trabalho de Freitas (2022)
mostrou a resisténcia a Hg em Y. lipolytica UENF-F em concentracdes muito
elevadas de Hg, com crescimento em 150 pmol Lt de HgCl2 (equivalente a 30
mg/L de Hg).

O presente trabalho buscou ampliar as pesquisas com a interacdo da
levedura Y. lipolytica e a planta aquatica S. auriculata, no sentido de avaliar e
explorar sua capacidade de resistir a Hg, um metal perigoso, altamente toxico e
contaminante nos ambientes aquaticos. O potencial de tal microrganismo para
promover o0 crescimento vegetal foi avaliado na intencdo de aliar essa
caracteristica com a resisténcia a Hg e impulsionar estudos de biorremediacéo.
Pesquisas envolvendo plantas aquaticas e leveduras ainda sdo escassas na
literatura. Dessa forma, buscamos compreender melhor essa interacdo e 0s
beneficios que ela pode gerar a fim de encontrar alternativas novas para serem

aplicadas na biorremediacédo de metais toxicos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Ambiente aquético e a poluigcdo por mercurio

O monitoramento da qualidade da dgua € um dos principais instrumentos
de sustentacdo de uma politica de planejamento e gestédo de recursos hidricos,
visto que funciona como um sensor, possibilitando o acompanhamento do uso
dos corpos hidricos e seus efeitos sobre as caracteristicas qualitativas e
quantitativas das &aguas, de modo a subsidiar acBes de controle ambiental
(GUEDES DA SILVA et al, 2012). Neste sentido, a urbanizacao acelerada e sem
o devido planejamento aumentou a pressdo antropica sobre os recursos
hidricos, sobretudo no que se refere aqueles usados para o abastecimento
urbano. Isso gerou numerosos impactos negativos sobre esse recurso natural,
principalmente, por meio do langcamento de esgotos e de residuos urbanos e
industriais nas aguas (SILVA et al, 2018).

Dentre os residuos industriais prejudiciais estd o Hg em geral, a forma
dominante de Hg na 4gua, no solo e no sedimento é a inorganica como Hgz*(ll),
enquanto o metilmercurio (CHsHg") est4 majoritariamente presente na biota e na
atmosfera (CONZA, 2017). As fontes naturais mais significativas de Hg sé&o
intemperismo de minerais, erosdo e atividade vulcanica, enquanto as fontes
antropogénicas dependem de atividades como mineracdo, fundicdo,
galvanoplastia, uso de pesticidas e descarga de fertilizantes fosfatados, bem
como biossolidos (por exemplo, lodo de esgoto) e deposicdo atmosférica (DIXIT
et al, 2015). Dentre as formas inorganicas, destaca-se o cloreto de mercurio
(HgCl2), muito utilizado em cosméticos, inseticidas e tintas (FARDIN, 2019).

A toxicidade desses metais tem sido uma preocupac¢ao, considerando que
eles ndo sdo removidos dos ecossistemas aquaticos por autopurificacdo e se
acumulam em particulas suspensas e sedimentos, potencialmente ameacando
a saude humana e ecossistemas atraves da teia alimentar (ARANTES et al,
2016). No caso do Hg, (Figura 1) apresenta o Ciclo global do Hg e os processos

biogeoquimicos envolvidos.
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Figura 1: Ciclo do mercurio no ambiente aquatico. Hg® (mercurio elementar), Hg?* (mercurio
divalente), CHz;Hg* (metilmercuario). Fonte: Adaptado de CONZA, 2017. Plantas aquaticas
adaptadas de: BRIX e SCHIERUP, 1989.

No ciclo representado na Figura 1, o Hg pode ser transportado e distribuido
de fontes terrestres e atmosféricas para os sistemas hidricos e vice-versa. Nos
oceanos, rios e lagos, em ambientes aquaticos se d4 o chamado "Ciclo Local"
do Hg, onde ocorre a metilacdo do metal. O Hg entdo entra na cadeia trofica,
sofrendo biomagnificagdo de um nivel tréfico para outro superior (KITAHARA et
al, 2000).

A forma quimica mais téxica identificada € o CHsHg" (MORGANO et al,
2005). Essa molécula é produzida em especial nos sedimentos, através de uma
série de reacdes fisicas, quimicas e, principalmente, microbiolégicas (Souza,
2014). A formagdo do composto organico de Hg inicia-se na cadeia alimentar
através da difuséo e forte ligacdo com as proteinas da biota aquética. Isso ocorre
porque organismos aquaticos metilam o Hg elementar presente na agua, no solo
ou no ar (SILVA, 2020). Segundo a legislacao brasileira, a concentracdo maxima
permitida de Hg nas aguas doces de Classe 1 e 3 é de 0,0002 mg/L e 0,002
mg/L, respectivamente (CONAMA, 2005).
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A exposicdo humana aos compostos de Hg tem sido de grande
preocupacao publica devido a sua elevada toxicidade e associacdo com doencas
neuroldégicas e motoras, renais, cardiacas, imunoldgicas, reprodutivas e
genéticas (GOUVEIA et al, 2019). Nesse contexto, 0 homem, pelo consumo de
alimentos, principalmente de pescado, torna-se vulneravel ao Hg, sendo
necessario buscar formas de mitigar a contaminacéo pelo metal (KITAHARA et
al, 2000).

2.2. Biorremediacdo em ambiente aquatico

Um dos processos de tratamento mais eficientes para a remocéo de metais
€ baseado no sistema de troca ibnica. Todavia, esse tipo de tratamento é caro,
pois 0s equipamentos e materiais utilizados requerem a importacédo de produtos
(BRUZZI et al, 2019). Surge entdo como possibilidade a biorremediacéo e se
destaca por varios fatores, entre eles o baixo custo e a reprodutibilidade em
escala laboratorial para testar sua eficiéncia (MALLMANN et al, 2019).

Biorremediacdo € o processo no qual organismos vivos, normalmente
plantas ou microrganismos, sao utilizados para remover ou reduzir poluentes no
meio. E uma tecnologia inovadora para remog&o de metais e a sua recuperacao
em aguas e solos contaminados (FRIAS & SANTOS, 2020).

Uma vez que 0S microrganismos ja possuem estratégias para sobreviver
em habitats poluidos por metais, eles dispdem de diferentes mecanismos que
podem ser explorados para biorremediagéo ex situ ou in situ (Figura 2). Alguns
exemplos séo: 1) a biossorcao, que ocorre quando 0s microrganismos adsorvem
passivamente os ions metalicos sobre a superficie celular; 2) a bioacumulagéo,
onde ha internalizacéo e complexac¢ao dos ions metalicos por meio de processos
de transporte celulares; 3) a biotransformacdo, quando o microrganismo age
sobre o metal solUvel, alterando suas caracteristicas quimicas, tanto na reducao
da toxicidade, quanto tornando-o insolavel; e 4) a biomineralizacdo, que se da
pela excrecdo de substancias microbianas, que provocam a precipitacdo dos
metais (BRAUN et al, 2019; DIXIT et al, 2015).
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H,S + M 2 MS e Célula
' microbiana
CO +M2 S MCO, =T

HPO,> + M?' > MHPO, ®

N

Metal oxidado Metal reduzido
soluvel (MO,*) insolivel (MO,)

Figura 2: Interagbes de uma célula microbiana com metais. M2*: metais. Fonte: Adaptado de
BRAUN et al, 2019.

O uso de plantas para a descontaminacdo de metais, tem-se 0S processos
de fitorremediacéo, destacando-se a fitoextracdo (Figura 3) (RODRIGUES et al,
2016), o metal € absorvido nas raizes, onde fica armazenado ou pode ser
transportado, acumulando-se na parte aérea da planta, ou ainda volatilizando
para a atmosfera - fitovolatilizacdo (LIMMER; BURKEN, 2016; MAHAR et al.,
2016). Outra técnica € a fitoestabilizacdo, onde a biodisponibilidade dos metais
€ reduzida no ambiente pela sua imobilizacdo mediada pelas plantas
(CUNNINGHAM; OW, 1996; KHALID et al., 2017).

© Poluente

Fitoestabilizacao

Figura 3: Processos de fitorremediacdo de metais. Fonte: Adaptado de SOUZA, 2012.
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Os ecossistemas aquaticos oferecem muitas oportunidades para as plantas
e microrganismos interagirem, favorecendo a biorremediacdo em uma acéo
conjunta (DAS; DASH; CHAKRABORTY, 2016). Dentre as interacées que
plantas e microrganismos realizam no ambiente aquatico, a bioatividade
microbiana pode ajudar na promocéao do crescimento vegetal, como: fixacao de
nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, producdo de fitormonios, producdo de
enzimas e supressdo de patégenos (MEIRELHES, PEREZ e DE LARA, 2022).
E em geral, essa interacdo resulta em beneficios mutuos. As plantas também
auxiliam os microrganismos fornecendo abrigo e carbono organico. Dessa forma,
estes retornam minerais e metabdlitos necessarios para o crescimento vegetal e

a protecéo contra estresses ambientais (SRIVASTAVA et tal, 2017).

2.3. Salvinia auriculata Aublet

Macrdfitas aquéticas sao plantas de grande importancia para o
ecossistema aquatico. Elas contribuem para a sintese de matéria organica
nesses ambientes, participando da ciclagem e estocagem de nutrientes, do
controle da poluicédo e da eutrofizacao artificial (SANTOS, 2018).

No Brasil, a classificagdo comumente aceita sobre as macréfitas aquéticas
refere-se a variacédo tipoldgica: macréfitas aquaticas submersas enraizadas ou
fixas; macréfitas aquaticas submersas livres; macrdfitas aquaticas com folhas
flutuantes ou flutuantes fixas; macréfitas aquéticas flutuantes livres; macréfitas
aquaticas emergentes ou emersas; anfibias e epifitas (TRINDADE et al 2010).

Em ambientes tropicais sul-americanos, as macrofitas aquaticas se
desenvolvem ao longo de todo ano. O regime de altas temperaturas e
luminosidade é favoravel ao crescimento dessas plantas, que sdo capazes de
acumular ions metalicos facilmente, removendo-os da solugcéo e do sedimento
por meio de processos de biossorcao e bioacumulagéo (FREITAS et al, 2017),
sendo indicadas para manutencéo da qualidade ambiental (CAMPO et al, 2020).
Algumas podem absorver metais tanto pelas raizes quanto por suas folhas
(CAMPO et tal, 2020).

S. auriculata Aubl € uma planta aquatica pteridofita flutuante livre (Figura
4), muito comum em agua doce (WOLF et al, 2009). Possui rapido crescimento
e propagacao de forma vegetativa, formando densos estandes em lagoas e

canais. Encontrada em regibes com clima tropical ou temperado, € uma planta
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capaz de tolerar, absorver e translocar altos niveis de metais que seriam toxicos
a outros organismos (NEGRAQ; SOUZA; BUTIK, 2021). Metais como zinco (Zn),
Pb, cromo (Cr), niquel (Ni), Cu e cadmio (Cd) foram encontrados em altas
concentracbes em tecidos de S. auriculata presentes naturalmente em corpos
d’agua (AYALA-LUNA et al, 2019; SCHWANTES et al, 2019). S. auriculata ja
tolerou 0,2 ug mL* de Hg (CASAGRANDE et al, 2018). Dessa forma, a referida
espécie atua de forma excepcional no tratamento de ambientes contaminados
por metais, suportando ainda varia¢des climaticas em estacfes de secas ou
cheias (LIMA et al., 2018). No trabalho de Gomes et al (2019) S. auriculata foi

indicada como alternativa para biorremediacéo.

Figura 4: A macréfita aquatica S. auriculata Aubl. Fonte: Adaptado de COELHO; LOPES;
SPERBER (2005).

2.4. Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica é uma levedura oleaginosa ascomiceta com “status
geralmente considerado seguro”, porque ndo é reconhecida como patogénica
(WANG et al, 2020). Tem como caracteristica metabolizar uma ampla variedade
de fontes de carbono hidrofobicas e hidrofilicas (ABDEL-MAWGOUD et al,
2018). Como uma levedura oleaginosa, o seu metabolismo é preparado para a
biossintese de triacilglicerideos quando cultivada em condi¢gfes limitadas de
nutrientes (SPAGNUOLO et tal 2018). Possui dimorfismo que € a capacidade do
fungo de crescer de duas formas (levedura e filamentosa) (SOUZA et al 2021).
Y. lipolytica também pode mudar sua morfologia celular de levedura oval para
pseudo-hifa ou hifa em resposta a estimulos ambientais (SHU et al 2021). Por
isso, essa levedura vem sendo considerada um excelente modelo para estudos
de dimorfismo (BANKAR et al. 2018).

Os estudos com Y. lipolytica mostram o seu potencial biotecnolégico quanto

a producdo de enzimas, &cido citrico e consumo de oleatos, alcanos, acidos
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graxos e glicerol bruto (MENDES-SILVAA et tal 2018). Por ser um organismo
modelo, Y. lipolytica é utilizada em pesquisa de forma controlada, padronizada e
previsivel, beneficios que podem acelerar novos experimentos cientificos com
um menor custo (LARROUDE et al 2018).

Y. lipolytica também foi relatada como biossorvente ou desintoxicante de
metais, como Cr, Ni e Cu (OYETIBO et al., 2015). A levedura resistiu até 32 mg
L*de Hg (OYETIBO et al., 2015). Essa capacidade pode ser implementada para
remover metais de aguas residuais bem como na biolixiviagdo de metais
(DARVISHI et al 2017). Também ja foi descrito que Y. lipolytica contribuiu
positivamente no desenvolvimento da microbiota associada a rizosfera vegetal e
na promocdo de crescimento de populacdes de bactérias que degradam
hidrocarbonetos, além de produzir compostos inddlicos, solubilizar fosfato, e
interagir com mais uma variedade de ions metalicos (BARROSO, 2018; COGO
et tal, 2018; ZINJARDE et al 2014). Portanto, a levedura Y. lipolytica tem grande
potencial como agente de biorremediacdo multifuncional para o tratamento
simultaneo de metais toxicos e hidrocarbonetos em ambientes aquosos (WANG
et al 2020).
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3. REVISAO EM BANCOS DE PROPRIEDADE INTELECTUAL

Com intuito de encontrar patentes relacionadas a biorremediacdo de
ambientes aquaticos poluidos com metais, que utilizassem microrganismos
(leveduras) e plantas, foi feita uma busca em bancos de propriedade intelectual.
Foram utilizadas as seguintes bases de dados:

1) ESPACENET (Rede de pesquisa em patentes de diferentes paises,
mantida pelo Escritério Europeu de Patentes),

2) LATIPAT (Base de dados de patentes publicadas por entidades da
Espanha e América Latina.),

3) PATENTSCOPE (Portal mantido pela Organizacdo Mundial da
Propriedade Intelectual),

4) INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial)

5) GOOGLE PATENTS (Portal mantido pelo Google).

A busca foi realizada utilizando os termos em inglés: bioremediation, water,
heavy metals, microorganism, yeast, plants, Yarrowia e Salvinia. Ao pesquisar
com as palavras bioremediation e microorganism no ESPACENET, por exemplo,
foram encontrados 176 resultados e ao adicionar o termo water, 174. Ao incluir
heavy metals, o resultado reduziu para 69 patentes e com mais yeast e plants,
foram encontradas 7 patentes. Somando-se os termos Yarrowia e Salvinia, ndo
foram encontradas patentes relacionadas. A mesma analise na base LATIPAT
encontrou um registro (BRPI1103394A2), mas que ndo se associa a
biorremediacao.

Na Tabela 1, sdo apresentados os resultados mais proOximos ao presente
trabalho que foram encontrados. Destaca-se a patente depositada no
ESPACENET de nimero CN110586054A, publicada em 2019, que se refere a
uma invencdo para remocdo de ions de metais pesados atravées de um
adsorvente a partir de uma levedura e sua aplicacdo. Nesta invencao, é utilizada
uma cepa da levedura Y. lipolytica de origem marinha.

A patente de numero W0O2014131931A1, publicada em 2014 e depositada
no ESPACENET, refere-se a um procedimento criado para permitir a eliminacéo
de metais pesados presentes em todos os corpos d’agua com contaminantes do

tipo industrial, urbano e agricola, melhorando a qualidade final da agua. No
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produto sdo utilizadas espécies de plantas aquaticas junto

bactérias anaerdbicas inoculadas nas raizes.

Tabela 1. Patentes relacionadas ao presente trabalho.

com fungos e/ou

Titulo Banco N° da Patente
Sistema de tratamento de efluentes através de biomassa INPI Pl 0605558-3A2
de plantas aquaticas, aplicado na separacdo e remogao
de 6leos, graxas, metais e correlatos
Processo de obtengéo de absorvente orgéanico industrial INPI P10602501-3A2
com plantas aquaticas e modo de aplicagao
Adsorvente para remocdo de metais pesados e ESPACENET CN110586054A
aplicacdo
Dispositivo e método de biorremediacdo para adsor¢do ESPACENET CN105621631A
continua de ions metalicos adotando fermento ativo
Nova levedura de Yarrowia e método para tratar GOOGLE JP2006042774A
biologicamente aguas residuais PATENTS
Levedura modificada como método de biorremediacdo ESPACENET US20180237321A1
Método de restauracdo combinada de microrganismos ESPACENET CN109704467A
vegetais para corpos d'agua de caddmio e chumbo
Método de preparacéo e aplicacao de agente microbiano ESPACENET CN107162726A
composto multifuncional para manutencdo de plantas
aquaticas e biorremediacgdo do corpo de agua
Método de eliminacdo de metais pesados presente em ESPACENET WO02014131931A1
agua contaminada e dispositivo para implementacao
deste método
Método para reparar o solo alcalino salino poluido por ESPACENET CN108311532A
metais pesados, combinando leveduras e plantas
marinhas
Processo para a remocdo de espécies metalicas de ESPACENET CN1113890A

efluentes

Na maioria dos documentos encontrados, 0s registros estédo voltados para

0 uso isolado de leveduras ou de plantas aquaticas, raramente foi feito 0 uso

combinado desses organismos NO mMesSmo pProcesso.

Diante disso, o

desenvolvimento de inovagbes em biorremediagdo com microrganismos e

plantas aquaticas é de grande relevancia para solucionar a problematica da

contaminacdo por metais. A revisdo mostra que sao poucos trabalhos de

inovacdo depositados com esse propdsito, embora haja potencial na interacao

de plantas aquaticas e leveduras.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da inoculacdo da levedura Y. lipolytica UENF-F em S.
auriculata Aubl., sob estresse por Hg, através de parametros de crescimento
fisioldgicos e bioquimicos.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Avaliar visualmente o cultivo da planta aquatica S. auriculata Aubl. na
presenca de Hg;

B. Obter a curva de crescimento da levedura Y. lipolytica UENF-F; para
obtencdo do midlog, que sera usado nos experimentos;

C. Realizar ensaios de interacédo da planta e com a levedura na presenca
e auséncia de Hg;

A. Avaliar os efeitos sobre o desenvolvimento vegetal, o aparato
fotossintético e a resposta antioxidante da levedura em promover o
crescimento vegetal e proteger a planta S. auriculata sob estresse por
Hg.
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5. METODOLOGIA

5.1. Material biolégico

A levedura Y. lipolytica UENF-4.2.5.0.X.F, chamada no presente trabalho
como cepa UENF-F, foi isolada da planta aquética Typha domingensis. A coleta
desta planta para isolamento microbiano foi realizada na lagoa do Campelo, que
fica localizada entre os municipios de Campos dos Goytacazes e Sao Francisco
do ltabapoana (Barroso, 2018).

As plantas de S. auriculata utilizadas foram coletadas na Lagoa do Jacu,
em Campos dos Goytacazes - RJ. Essa coleta foi realizada em 2013 e desde

entdo essas plantas sdo mantidas em casa de vegetacdo na UENF.

5.2. Meio de cultura da levedura

Para o cultivo da levedura, preparo de culturas estoques e indculos foram
realizados, utilizando o meio de cultura Luria-Bertani (LB) modificado (Tabela 2).
Todos os componentes do meio foram dissolvidos em agua destilada e
esterilizados a 121 °C por 15 min em autoclave. No cultivo em meio liquido, as
culturas foram incubadas a 30 °C e 160 rpm em agitador orbital (Shaker SL-222,
SOLAB, Piracicaba, Brasil). Para o meio sélido, foi adicionado 15 g de agar L.

As placas de Petri foram incubadas em estufa microbiolégica a 30 °C.

Tabela 2. Composicdo do meio de cultura LB modificado.

Reagente Conosntragha
Peptona de caseina 10,0
Extrato de levedura 5.0

Cloreto de sodio 50
Glicose 10,0
Agar* 15,0

*Componente adicionado apenas ao meio solido.

5.3. Ativacao das células da levedura
A cepa, inicialmente estocada em 6leo mineral & temperatura ambiente, foi
inoculada em meio solido para ativacdo das células. Em uma placa de Petri

contendo o meio de cultura, foi adicionado = 1 uL da cultura estoque. A placa foi
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incubada em estufa bacteriolégica por 24 h a 30 °C e depois estocada em

geladeira a temperatura de 4 °C.

5.4. Preparo da cultura estoque

Para obtencao da cultura estoque, um tubo de 50 mL contendo 10 mL de
meio LB modificado foi inoculado com uma col6nia da levedura crescida em
placa de Petri e incubado a 30 °C/160 rpm. Apdés atingir a fase exponencial de
crescimento, que foi medida pela densidade 6tica (D.O) a 600nm, com auxilio de
um espectrofotdmetro (SHIMADZU UV1800). Entdo, 800 uL desta cultura foi
adicionado em tubos 1,5mL contendo 200 pL de glicerol 50% e armazenados em
freezer a-20 °C e -70°C.

5.5. Fermentacao

Para realizacdo da curva de crescimento do in6culo foram colocados 500
pL da cultura estoque em frascos Erlenmeyer com chicana de 250 mL contendo
50 mL do meio LB modificado. Os frascos foram cobertos com mantas feitas com
algodao e gazes e levados para incubacao a 30 °C/160 rpm no agitador orbital.
Foi realizado uma medida de D.O em espectrofotbmetro. Posteriormente,
durante a fermentacado foi medida novamente a D.O a cada 2 h até atingir a fase

exponencial de crescimento.

5.6. Cultivo da planta aquatica
Na casa de vegetacdo, as plantas foram cultivadas em solugcédo nutritiva
com ¥, da forca ibnica e pH 6,0 (HOAGLAND & ARNON, 1950). Na Tabela 3 é

apresentado o preparo da solucdo para manutencao dessas plantas.

Tabela 3. Solugdo nutritiva para manutencédo das plantas. Preparo de 15 L com agua.

Reagente Concentracéo Volume
KNOs 1M 180mL
Ca(NOs3)2.4H20 M 120mL
NHsH2PO4 M 60mL
MgSQa. 7H20 0,5M 60mL
Solugéo de micronutrientes 60mL
FeCLsEDTA 53,7M 30mL
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Para os experimentos de plantas essas foram aclimatadas por sete dias em
solucdo nutritiva nova, selecionando individuos saudaveis com o0 mesmo
tamanho de folhas (BI1ZZO et al., 2014).

5.7. Solucédo metélica
A solucéo estoque do metal foi preparada na forma solivel com HgClz na
concentracdo final de 4 g/L. O sal foi dissolvido em agua ultrapura e

acondicionado em frasco de vidro no laboratorio.

5.8. Ensaio da planta com Hg

Foi realizado inicialmente um ensaio qualitativo de 4 dias para que fosse
conhecido o dano causado pelo estresse por Hg na planta S. auriculata e assim
selecionar uma das concentragdes para 0s ensaios posteriores. No experimento,
foram preparados 12 potes contendo 500 mL de solu¢cdo nutritiva (HOAGLAND
& ARNON, 1950) e foram adicionadas aos potes as concentragées 0, 0,5, 0,7,
15 e 30 mg/L HgCl2. com 4 g da planta em cada pote. Ao final, foi realizado o
registro fotografico do ensaio. A concentracdo selecionada para o ensaio foi 0,7
mg/L.

n=2 n=2 n=2 n=2 n=2

n=2

HgCl,0 mg/L HgCl,0,5 mg/L HgCl,0,7 mg/L HgCl,7 mg/L HgCl,15 mg/L HgCl, 30 mg/L

Figura 5: Ensaio de exposicdo a Hg em S. auriculata. Desenho experimental dos seis
tratamentos analisados em duplicata.

5.9. Ensaio de interagao planta-microrganismo

Para avaliar o potencial efeito da inoculacao de Y. lipolytica UENF-F em S.
auriculata sob estresse com Hg, foi montado um ensaio de interacdo planta-
microrganismo. Cada unidade experimental foi composta por 1 g de planta em
frascos plasticos contendo 500 mL de solug&o de Hoagland e Arnold % da forga
iOnica. As plantas foram submetidas aos seguintes tratamentos: T1 (controle -
somente planta), T2 (planta + levedura), T3 (planta + levedura + Hg), e T4 (planta

+ Hg). Os tratamentos continham 6 repeticdes cada (Figura 6).
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T1: Planta (Controle)
T2: Planta + levedura

N=6 N=6 N=6 N=6
T3: Planta + |levedura + Hg
T4: Planta + Hg
() Ylipolytica

™ T2 T3 T4

$ HgCl,

Figura 6: Ensaio de interacdo planta-microrganismo sob estresse com Hg. Desenho
experimental dos quatro tratamentos analisados com seis repeticdes cada.

Nos tratamentos inoculados, a levedura foi cultivada até midlog e 1 mL do
cultivo foi adicionado nos tratamentos T2 e T3. Para adaptacao/aderéncia da
levedura a planta, os frascos inoculados foram mantidos em casa de vegetacao
por um periodo de 4 dias. Posteriormente, a solu¢éo foi trocada e acrescentado
0,7 mg/L (HgCl2) valor estipulado apés resultado do ensaio da planta sob
estresse com Hg (Figura 5). Os frascos permaneceram em casa de vegetacao
por mais 4 dias, totalizando 8 dias de experimentacdo. Foram realizados dois

experimentos independentes.

5.10. Desenvolvimento da planta

Apés ensaio de interacdo, foram avaliadas as variaveis das plantas ao final
de cada experimento: biomassa fresca (BF) e biomassa seca (BS). Para tanto,
as plantas foram recolhidas e secas em papel toalha por 10 min, sendo
determinada a BF. Em seguida, o material vegetal foi colocado em estufa a 60
°C por 4 dias para determinacdo de BS (BIZZO et al., 2014). Os dois
procedimentos foram realizados utilizando-se balanca analitica (BEL,
Engineering MG214i, Piracicaba, SP). Para avaliar a taxa de crescimento em

porcentagem, foi utilizada a seguinte formula: (BF*100) / Média dos tratamentos.

5.11. Extravasamento de eletrélitos
Os danos as membranas celulares da planta foram avaliados a partir do
extravasamento de eletrolitos (EE) segundo descrito por Ben Hamed et al.,

(2007). Nesta anélise, sdo considerados eletrdlitos ions presentes no meio
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intracelular, que sdo extravasados a partir da perda da integridade das
membranas (LANGARO et al., 2014). Para tanto, as amostras de plantas (300
mg de BF) foram colocadas em tubos contendo 15 mL de agua ultrapura
incubados em banho-maria a 25 °C por 3 h, resfriados e depois mensurada a
condutividade elétrica inicial (CE1). Entdo, as amostras foram aquecidas por 20
min a 96 °C para liberacdo de todos os eletrolitos. ApGs o resfriamento, a
condutividade elétrica final (CE2) foi mensurada. O EE foi calculado de acordo
com a equacéo: EE = (CE1/CE2) X 100.

5.12. Determinacdo de pigmentos fotossintéticos

Os teores de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e total) e carotendides
foram determinados de acordo com Wellburn, 1994. Brevemente, folhas (50 mg)
foram colocadas em tubos com 5 mL de dimetilsulféxido e mantidas no escuro.
Apos 4 dias, o extrato foi analisado em espectrofotdmetro nos comprimentos de
onda de 480, 649 e 665 nm. Todos os procedimentos laboratoriais foram
realizados em um ambiente de pouca luz para evitar degradagéo dos pigmentos.

5.13. Analise estatistica

Os dados obtidos foram apresentados como média + desvio padréo, além
de serem analisados utilizando ANOVA, seguido pelo teste Tukey (p < 0,05) com
o objetivo de determinar possiveis diferencas entre os tratamentos e o controle.
Os programas computacionais Excel e GraphPad Prism foram utilizados para as

analises estatisticas e apresentacao dos resultados.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Resisténcia a Hg em S. auriculata

Inicialmente, para avaliar qualitativamente a resposta de S. auriculata sob
estresse com Hg, foi realizada a incubacdo da planta aquatica com
concentracfes crescentes do metal por 4 dias, seguido pelo registro fotogréfico.
Como pode ser observado na Figura 7, ao testar cinco concentracdes diferentes
de Hg (0,5; 0,7; 7,0, 15 e 30 mg/L) em comparagcdo com o tratamento controle
sem adicdo do metal, foi possivel observar que o crescimento das plantas foi
inibido em 7,0 mg L-*com forte sintoma de toxicidade nas folhas (Figura 7D). Nas
concentracfes superiores, além da necrose, houve visualmente reducdo da
biomassa fresca e clorose das folhas (Figura 7E e 7F). Ja nas menores
concentracfes avaliadas (Figura 7B e 7C), foi possivel verificar um leve dano
nas folhas em comparacdo com o tratamento controle (Figura 7A), mas houve
crescimento, mostrando que a planta é capaz de se desenvolver nessas

concentracdes de metal.

7,0 mg/L 15,0 mg/L 30,0 mg/L

Figura 7: Resposta de S. auriculata a diferentes concentracdes de HgClz. A- Controle; B- 0,5
mg/L de Hg; C- 0,7 mg/L de Hg; D- 7,0 mg/L de Hg; E- 15,0 mg/L de Hg; F- 30,0 mg/L de Hg. O
ensaio foi realizado em duplicata.
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A partir desse ensaio, foi definido o uso da concentracdo de 0,7 mg/L de
Hg a fim de avaliar a interacdo conjunta entre S. auriculata e Y. lipolytica. Sobre
a levedura, a sua resisténcia a Hg foi esclarecida por Freitas (2022), mostrando
que a cepa UENF-F é extremamente resistente ao metal toxico, crescendo em
concentracbes elevadas de até 150 pumol L de HgCl. em meio LB liquido
modificado, o equivalente a 30 mg/L de Hg, o dobro da concentracdo maxima
testada na planta, mas sem sucesso. Oyetibo et al (2015) também estudaram a
resisténcia e remocdo de Hg pela levedura. Os resultados mostraram que Y.
lipolytica foi capaz de remover o metal toxico durante o crescimento em meio
suplementado com 32 mg /L de Hg (OYETIBO et al, 2015).

Casagrande et al (2018), trabalhando com Salvinia biloba Raddi,
encontrou que a planta consegue resistir facilmente a 0,2 mg/L de Hg,
corroborando os dados obtidos no presente estudo. Segundos os autores,
poucos sintomas de toxicidade em plantas vivas foram observados,
evidenciando a resisténcia de S. biloba ao Hg e seu potencial uso como
fitorremediador em corpos d'agua contaminados por este metal. Eles também
verificaram que a planta é capaz de remover o metal téxico por bioacumulacao
e biossorcdo (CASAGRANDE et al, 2018).

Desta forma, o resultado encontrado para S. auriculata se mostra bastante
promissor, pois praticamente ndo houve diferenca visivel entre os tratamentos
de 0,5 e 0,7 mg/L de Hg. Logo, novas concentracfes acima dessas e menores
que 3,5 mg/L podem ser analisadas.

6.2. Cinética de crescimento de Y. lipolytica

Antes de realizar o ensaio de interacdo da macrdfita aquatica com a
levedura, foi necessario obter a curva de crescimento microbiano no laboratorio
(Figura 8). Assim, foi possivel definir em que momento do cultivo, Y. lipolytica
atingiu a midlog, sendo este o ponto de coleta das células escolhido para
inoculacdo. Durante a midlog h& intenso crescimento e producédo de biomassa
microbiana. A levedura estd bem adaptada ao meio e com alta atividade

metabdlica, tendo também maior possibilidade de se multiplicar na planta.
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Figura 8: Fermentacgdo para inéculo. A curva de crescimento foi realizada em um periodo de 26
h com retirada de aliquotas a cada 2 h para afericdo da D.O em espectrofotdmetro a 600 nm. A
fermentacéo foi realizada com trés repeticdes. Os dados brutos estédo disponiveis na Tabela 4
do Apéndice.

A Figura 8 mostra o comportamento cinético de crescimento da levedura
no meio LB modificado. Nas primeiras horas do cultivo, as células estao se
adaptando ao meio, permanecendo assim até 12 h, quando iniciam a fase log,
que se estende até as 22 h de cultivo. A partir de 24 h verifica-se a fase de
declinio. Portanto, as células atingem midlog com 18 h de cultivo, com uma D.O
igual a 16. Freitas (2022) observou 0 mesmo comportamento nos seus
experimentos com a cepa UENF-F. Assim, foi definido nos tratamentos com a

planta inoculada, usar sempre 1 mL de células coletadas no ponto de midlog.

6.3. Interacao planta-microrganismo e Mercurio

Os metais téxicos sao um tipo de poluente, que é comum serem lancados
em ambientes aquaticos por industrias e atividades antrdpicas. A espécie de
levedura Y. lipolytica ja foi isolada de locais naturais poluidos (BARROSO, 2018;
JARUP et al, 2003). Entdo, conhecendo a elevada resisténcia da cepa UENF-F
a Hg (FREITAS, 2022), foi avaliado no presente estudo a sua capacidade de
proteger a planta aquatica S. auriculata na presenca 0,7 mg/L desse agente

estressante.

ApoOs a inoculacao da levedura na macrofita, 0 experimento permaneceu
8 dias na casa de vegetacao, sendo os ultimos 4 dias na presenca de Hg. Na

presenca e auséncia do metal, foram avaliados em laboratorio os parametros de
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desenvolvimento (BF, BS e taxa de crescimento), EE e pigmentos (clorofila a,

clorofila b, e carotendides).

Na Figura 9, € observado que a inoculagéo da levedura (T2) aumentou a
BF em 47% nas plantas inoculadas comparado as nao inoculadas (T1). Ja na
presenca do metal (T3 e T4), no ambito do estresse, plantas inoculadas e
transferidas para solugdo com Hg (T3) tiveram incremento de 54% de BF
comparado ao tratamento sem a levedura (T4). Chama atencdo ainda que
comparado ao controle (T1), toda vez que a levedura foi inoculada, houve
aumento significativo de biomassa, mesmo na presenca de Hg, o que mostra a

eficiéncia da levedura em promover o crescimento de S. auriculata.
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Figura 9. Biomassa fresca da planta inoculada exposta a Hg. T1: planta (controle), T2: planta +
levedura, T3: planta + Hg + levedura; T4: planta + Hg. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Foram realizadas 6 repeticdes. As
barras representam o desvio padrdo. BF: biomassa fresca. Os dados brutos e as analises
estatisticas estédo disponiveis nas Tabelas 5 e 6 do Apéndice, respectivamente.

Para BS também se obteve incremento de 27% no tratamento planta +
levedura (T2) em comparacao ao controle (T1), reforcando o efeito promotor do
crescimento de Y. lipolytica em S. auriculata (Figura 10). Quanto ao tratamento
planta + Hg + levedura (T3) em comparagao com o tratamento planta + Hg (T4),
o aumento foi de 48%, confirmando um efeito protetor da levedura - altamente
resistente a Hg, na planta. E mais uma vez, mesmo na presenca de Hg em T3,
a inoculagdo da levedura faz superar a producédo de biomassa vegetal em

comparac¢ao com T1 (Figura 10).
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Figura 10: Biomassa seca da planta inoculada exposta a Hg. T1: planta (controle), T2: planta +
levedura, T3: planta + Hg + levedura; T4: planta + Hg. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Foram realizadas 6 repeticdes. As
barras representam o desvio padrdo. BS: biomassa fresca. Os dados brutos e as analises
estatisticas estdo disponiveis nas Tabelas 5 e 6 do Apéndice, respectivamente.

Quando do isolamento da cepa Y. lipolytica UENF-F, foi verificado que a
levedura € grande produtora de compostos indolicos (BARROSO, 2018).
Compostos inddlicos sao precursores de hormdnios vegetais como o acido indol-
acético, uma auxina que estimula o crescimento e a formacdo de raizes nas

plantas, o que pode justificar os dados encontrados neste trabalho.

Barroso (2018), trabalhando com a mesma cepa, observou que Y.
lipolytica UENF-F inoculada em S. auriculata na presenca de Cu promoveu
aumento de 26,3% na BS. Isto corrobora o efeito protetor da levedura sobre a
planta em condigéo de estresse por metais. Estudos anteriores sobre a interagéo
de bactérias benéficas e S. auriculata, envolvendo Cu e Pb, também observaram
resultados semelhantes para a promoc¢éao do crescimento vegetal e protecédo da
planta sob estresse (OROZIMBO, 2020; SILVA 2019). Isto reforca a hipétese de
gque esses microrganismos em associacdo com a macrofita aquatica
desempenham um papel fundamental no ambiente e tem potencial para serem

explorados biotecnologicamente.

Tanto para o parametro BF quanto para BS, apenas no tratamento planta
+ metal (T4) ocorreu diminuicdo na producdo de biomassa, possivelmente,
devido aos danos causados pelo excesso de Hg. Considerando que a mesma
concentracdo do metal foi fornecida em T3, sem haver prejuizo na producédo de
biomassa, sugere-se que houve uma acéo da levedura no sentido de diminuir os

danos causados pelo Hg nesse tratamento. Por isso, foi avaliado os danos
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causados as membranas celulares através da analise de EE nas plantas (Figura
11).
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Figura 11. Danos as membranas celulares da planta sob estresse com Hg. T1: planta (controle),
T2: planta + levedura, T3: planta + Hg + levedura; T4: planta + Hg. EE: extravasamento de
eletrélitos. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Foram realizadas 6 repeti¢cdes. As barras representam o desvio padréo. Os dados
brutos e as analises estatisticas estdo disponiveis nas Tabelas 5 e 6 do Apéndice,
respectivamente.

Ao analisar o EE nos tratamentos, observa-se que a integridade das
membranas celulares foi parcialmente perdida em T4, onde houve 18% de EE,
12% acima do nivel normal de ions extravasados em T1 e T2. Isto sugere que 0
estresse causado pelo metal afetou muito pouco as plantas, havendo integridade
na maior parte das membranas celulares, corroborando que S. auriculata é
resistente a Hg.

Um ponto importante a se considerar é que a diferenca observada em T4
nao se deve a um aumento da condutividade elétrica pela adi¢cao de ions de Hg
a solucéo, uma vez que o EE em T3, que também teve adicdo de Hg, manteve-
se em um valor menor e foi estatisticamente igual a T1 e T2. Na verdade, o que
se verifica, € que a planta sem a presenca da levedura e com Hg, teve aumento
de 98% do EE comparado a T3. Logo, este resultado sugere que a cepa UENF-
F na presenca do metal, ajudou a diminuir o estresse na planta aquatica.

Além disso, mais um outro ponto a se destacar, € que a presenca da
levedura em si ndo causa nenhum prejuizo a planta aquética, como pode ser
visto em T2 e T3. Desta maneira, conclui-se também que a levedura ndo atua

como patogeno para S. auriculata.
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Segundo Elbaz et al (2010) a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) é uma das principais causas de danos as membranas nas células
vegetais. Em situacdes normais, as EROs geradas nas mitocondrias,
peroxissomos e cloroplastos s&o subprodutos controlados. No entanto, a
presenca de Hg leva a uma producdo exacerbada dessas espécies reativas
(ELBAZ et al, 2010).

Bizzo et al. (2014) encontraram resultado semelhante em S. auriculata sob
estresse com Cu, mostrando aumento de 17% no EE, apds 2 dias de ensaio.
Segundo os autores, 0 maior vazamento de eletrolitos representa a extenséo do
dano da membrana biolégica, que leva a reducéo de turgor, causando mudancas
de elasticidades das paredes celulares (Bizzo et al, 2014).

O trabalho de Orozimbo (2020) também apresentou aumento de 31% no
EE em S. auriculata na presenca de Pb. Porém, esse percentual foi reduzido a
13,6%, quando a planta foi inoculada com uma bactéria promotora do
crescimento vegetal, que parece ter agido protegendo a planta aquéatica do metal
toxico em excesso.

Na fitorremediacdo, a remocdo do Hg da solucdo estd relacionada a
guantidade de biomassa, uma vez que a planta continua a se desenvolver
mesmo na presenca do metal, consequentemente maior € o acimulo do Hg e a
resisténcia (CASAGRANDE et al, 2018). Por isso, foi calculada ainda a taxa de

crescimento de S. auriculata nas diferentes condi¢des estudadas (Figura 12).
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Figura 12: Taxa de crescimento da planta inoculada exposta a Hg. T1: planta (controle), T2:
planta + levedura, T3: planta + Hg + levedura; T4: planta + Hg. TC: taxa de crescimento. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Foram realizadas 6 repeticdes. As barras representam o desvio padrdo. Os dados brutos e as
analises estatisticas estdo disponiveis nas Tabelas 5 e 6 do Apéndice, respectivamente.
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Como pode ser observado, a TC é superior nos tratamentos inoculados,
mesmo na presenca de Hg, mostrando mais uma vez que a levedura € muito
eficiente em promover o crescimento de S. auriculata. Além disso, 0 aumento da
TC indica uma melhora no aparato fotossintético da planta, sendo analisado em
seguida, a producdo de pigmentos pela macrdéfita aquatica inoculada na
presenca e auséncia de Hg.

Na Figura 13, a determinagéo de clorofila a mostrou aumento de 62% no
tratamento planta + levedura (T2) em comparagcdo ao controle (T1),
corroborando os dados obtidos de BF, BS e TC. Na avaliacdo do tratamento
planta + Hg + levedura (T3) em comparacdo com T4, planta + Hg, houve
aumento de 85% de clorofila a em T3. Possivelmente, a perda de clorofila a em
T4 se deve aos danos causados pelo Hg nas enzimas relacionadas a
fotossintese. Ja é sabido que o metal toxico afeta as reacdes clara e escura,
promovendo a substituicdo do atomo central de magnésio por Hg, impedindo a
captacdo de luz nas moléculas de clorofila afetadas (PATRA, 2000). Por outro
lado, a presenca da levedura, mesmo na auséncia de metal parece melhorar a

fixacdo de carbono na planta, como sugeriu o dado de BS (Figura 10).
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Figura 13: Clorofila a da planta inoculada exposta a Hg. T1: planta (controle), T2: planta +
levedura, T3: planta + Hg + levedura; T4: planta + Hg. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Foram realizadas 6 repeticées. As
barras representam o desvio padrao. Os dados brutos e as andlises estatisticas estéo disponiveis
nas Tabelas 5 e 6 do Apéndice, respectivamente.

Barroso (2018) mostrou que S. auriculata inoculada com Y. lipolytica UENF-

F sob estresse com Cu apresentou aumento significativo (p<0,05) de teor de
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clorofila a (22,9%). Silva (2019) também mostrou aumento dos teores de clorofila
a (18%) apos inoculacao da macrdfita aquatica com Enterobacter sp 3.1.3.0.X.18
na presencga de Cu, corroborando os dados encontrados no presente trabalho.
Na Figura 14, para teor de clorofila b, foi observada uma reducéo drastica
em T4. No entanto, a presenca da levedura causou incremento de 80% ao se
comparar T1 e T2. Na comparacdo do tratamento planta + Hg + levedura (T3)
com controle também ha uma tendéncia de aumento (Figura 14). Por isso, uma
hipotese foi levantada a partir da andlise dos dados de desenvolvimento da
planta, EE e do teor de clorofila, de que a levedura pode estar ajudando a planta
com respostas antioxidantes, melhorando a eficiéncia fotossintética de S.
auriculata, o que resulta na promocao do crescimento vegetal e no alivio do

estresse por Hg.
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Figura 14: Clorofila b da planta inoculada exposta a Hg. T1: planta (controle), T2: planta +
levedura, T3: planta + Hg + levedura; T4: planta + Hg. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras representam o desvio
padrdo. Os dados brutos e as analises estatisticas estdo disponiveis nas Tabelas 5 e 6 do
Apéndice, respectivamente.

Para responder se ha alguma participacéo de vias antioxidantes quando da
inoculacao da levedura na planta, foi realizado a determinagéo de pigmentos do
tipo carotenoides. Assim, na Figura 15, é possivel observar como resultado da
comparacao do tratamento planta + levedura (T2) em relagéo ao controle (T1), o
aumento de 93% desses pigmentos. No tratamento planta + Hg + levedura

comparado com planta + Hg apenas, o aumento foi de 171% (Figura 15).
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Figura 15: Carotendides da planta inoculada exposta a Hg. T1: planta (controle), T2: planta +
levedura, T3: planta + Hg + levedura; T4: planta + Hg. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras representam o desvio
padrdo. Os dados brutos e as analises estatisticas estdo disponiveis nas Tabelas 5 e 6 do
Apéndice, respectivamente.

Os carotenoides podem atuar diretamente como antioxidantes, protegendo
os lipideos da membrana contra oxidacdo na planta sob estresse (GOMES,
2017). Isto corrobora a reducdo do EE na macroéfita aquatica inoculada com Hg
observado anteriormente e a manutengéo do crescimento da planta mesmo em
condicdo de estresse.

No trabalho de Barroso (2018), a levedura Y. lipolytica UENF-F quando
inoculada em S. auriculata, causou aumento de 15,7% do pigmento carotendide.
Os carotenodides sdo importantes para o vegetal, funcionando como pigmentos
secundarios, possuindo fator pré-vitaminico e protetor solar, que elimina radicais
livres em tecidos (GOMES et al, 2014).

Bizzo et al (2014) descreveu que o0s carotendides sdo compostos
defensivos e caros energeticamente, 0 que sO se compensa a vida em situacéo
de estresse. Nas plantas expostas a metais, os carotenoides sao reduzidos
devido a inativacao das enzimas que produzem esses pigmentos (RODRIGUES
et al, 2016).

Y. lipolytica € um organismo-modelo, Bankar et al. (2009) ja descreveram que a
levedura disp8e de mecanismos interessantes, como enzimas (inulinases e alfa-
manosidases) que protegem a célula contra estresse oxidativo. A producéo de
enzimas como fosfatases, redutases e superdxido dismutases também merecem
uma mencao especial (KOLHE et al, 2022). Dessa forma, trabalhos somente com

a levedura, testaram a sua resposta a aluminio, mostrando que a formacéo de
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filamentos foi inibida. Foram apresentados resultados para estresse com selénio
(Se) e nanoparticulas de ouro (Au), com Y. lipolytica mostrando-se resistente
(BANKAR et al, 2009). Porém, o levantamento bibliografico realizado nédo
encontrou estudos sobre a interacdo dessa levedura com plantas, especialmente
com este enfoque de biorremediacao.

Microrganismos sdo reconhecidos por sua elevada resisténcia a metais
toxicos ha muito tempo (GADD,1992). Todavia, ainda € preciso aprender mais
para usar tal capacidade biotecnologica no tratamento de ambientes poluidos
por esses contaminantes, buscando baixo custo e alta eficiéncia. A interacdo
com plantas fitorremediadoras pode ser uma opcao, para tanto, é preciso

entender e explorar a inoculacdo. O presente trabalho traz luz a tais pesquisas.
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7. CONCLUSAO

e Este estudo, com inoculacdo de Y. lipolytica em S auriculata sob
estresse de Hg mostrou os efeitos sobre o desenvolvimento
vegetal, o aparato fotossintético e a resposta antioxidante. Nas
concentracbes de Hg 7,15 e 30 mg/L foi observado necrose e,
portanto, nas analises seguintes foi usada a concentragdo 0,7
mg/L.

e Foi verificado que BF, BS e TC tiveram aumento nos tratamentos
que foram inoculados em comparagao aos nao inoculados, mesmo
na presenca do agente estressante.

e Os pigmentos fotossintéticos clorofila a e b e carotenoides
aumentaram nos tratamentos inoculados, esses dados estédo
relacionados com a defesa antioxidante.

e Os dados de EE, corroboram a hipétese de que a levedura age
produzindo moléculas de defesa, que ajudam a planta a
compensar os danos causados pelo estresse com Hg.

e A aplicacdo de Y. lipolytica UENF.F em S. auriculata foi capaz de
promover o crescimento vegetal e proteger a planta do estresse
causado pelo metal téxico.

e Considerando que a concentracao de Hg utilizada nos ensaios foi
muito acima do permitido pelo CONAMA, isto sugere que a
interacdo tem potencial para ser aplicada como uma alternativa em

processos de biorremediagéo.
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9. APENDICE

Tabela 4. Dados brutos da curva de crescimento da levedura.

Curva de fermentagao do inéculo

Horado Dia  Tempo (h) DO meio Diluigao Repetigcdo 1 Total Repetigdo 2 Total Repetigdo 3 Total Média
16:40 0 0,044 2 0,250 0,50 0,325 0,65 0,3 0,60 0,58
18:40 2 0,044 10 0,345 3,45 0,415 4,15 0,396 3,96 3,85
20:40 4 0,044 10 0,281 2,81 0,341 3,41 0,398 3,98 3,40
22:40 6 0,044 10 0,421 4,21 0,253 2,53 0,408 4,08 3,61
12:40 8 0,044 20 0,221 4,42 0,354 7,08 0,253 5,06 5,52
02:40 10 0,044 20 0,347 6,94 0,391 7,82 0,352 7,04 7,27
04:40 12 0,044 20 0,389 7,78 0,381 7,62 0,372 7,44 7,61
06:40 14 0,044 50 0,301 15,05 0,183 9,15 0,207 10,35 11,52
08:40 16 0,044 50 0,318 15,90 0,332 16,60 0,311 15,55 16,02
10:40 18 0,044 100 0,383 38,30 0,209 20,90 0,207 20,70 26,63
12:40 20 0,044 100 0,298 29,80 0,297 29,70 0,263 26,30 28,60
14:40 22 0,044 100 0,271 27,10 0,291 29,10 0,364 36,40 30,87
16:40 24 0,052 100 0,284 28,40 0,318 31,80 0,283 28,30 29,50
18:40 26 0,049 100 0,199 19,90 0,279 27,90 0,313 31,30 26,37
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Tabela 5. Dados brutos das analises de planta.

s Biomassa  Biomassa Taxa de Clorofila a Clorofila b Carotenoides Extravasamento
Tratamento Repeticao . L.
fresca (g) seca (g) crescimento (%) (ngg?) (ngg?) (ngg?) de eletrolitos (%)

Planta (Controle) 1 8,345 0,290 95,41 466,88 211,320 162,915 6,396
Planta (Controle) 2 8,129 0,291 92,94 390,00 208,000 190,000 6,606
Planta (Controle) 3 8,122 0,312 92,86 439,66 302,261 141,355 6,000
Planta (Controle) 4 7,931 0,320 90,67 355,72 311,140 109,977 6,791
Planta (Controle) 5 8,500 0,318 97,18 614,88 155,677 172,099 6,423
Planta (Controle) 6 8,900 0,334 101,75 471,34 234,003 90,460 5,571
Planta + Levedura 1 11,490 0,390 131,36 778,57 418,893 278,451 6,000
Planta + Levedura 2 13,900 0,399 158,92 797,83 461,332 241,970 5,875
Planta + Levedura 3 12,120 0,401 138,57 706,40 290,779 273,467 6,408
Planta + Levedura 4 12,200 0,407 139,48 872,71 213,174 198,528 5,652
Planta + Levedura 5 12,400 0,391 141,77 712,30 448,261 186,570 6,763
Planta + Levedura 6 11,700 0,379 133,76 660,18 386,767 264,309 6,906
Planta + Metal + Levedura 1 10,540 0,320 120,50 451,47 210,887 145,439 7,933
Planta + Metal + Levedura 2 10,111 0,312 115,60 386,92 235,530 119,400 7,610
Planta + Metal + Levedura 3 9,974 0,392 114,03 496,56 222,996 167,393 7,597
Planta + Metal + Levedura 4 10,350 0,399 118,33 446,53 239,114 166,705 7,651
Planta + Metal + Levedura 5 9,800 0,389 112,04 472,07 321,712 163,612 7,450
Planta + Metal + Levedura 6 9,144 0,375 104,54 436,03 420,642 172,617 8,298
Planta + Metal 1 6,128 0,211 70,06 278,44 34,720 59,023 13,188
Planta + Metal 2 6,500 0,230 74,31 206,37 96,705 17,955 15,500
Planta + Metal 3 6,490 0,240 74,20 204,62 57,815 34,944 14,833
Planta + Metal 4 6,128 0,244 70,06 349,26 30,326 118,393 15,902
Planta + Metal 5 6,901 0,239 78,90 371,75 27,142 62,771 13,729
Planta + Metal 6 6,890 0,311 78,77 202,87 48,024 84,761 21,818
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Tabela 6. Estatisticas das analises de planta. Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nédo diferem entre si pelo teste F (P<0,05).

Tratamentos Biomassa Biomassa Taxa de Clorofila a Clorofila b Carotenoides Extravasamento
fresca (g) seca (g) crescimento (%) (ngg?) (ngg?) (g g de eletrdlitos (%)
Planta (Controle) 8,32¢c 0,31b 95,1c 456,4 b 237 b 144,4 b 6,2b
Planta + Levedura 12,30 a 0,39a 140,6 a 754,6 a 369,8 a 240,5 a 6,2b
Planta + Metal + Levedura 9,98 b 0,36 a 114,1 b 448,2 b 275,1ab 155,8 b 7,7b
Planta + Metal 6,50 c 0,24 c 74,3d 268,8 c 49,1c 62,9c 15,8 a
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