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RESUMO

Plantas aquaticas sdo capazes de remover poluentes da agua, incluindo metais.
Elas ajudam a manter a qualidade do ambiente, atuando ainda como bioindicadoras
de poluicdo em areas eutrofizadas. Typha domingensis e Salvinia auriculata tem
sido utilizadas para o tratamento de efluentes, e apresentam tolerancia ao cobre.
Tais caracteristicas podem estar relacionadas a sua associagdo com
microrganismos benéficos capazes de promover o crescimento vegetal, bem como
aumentar a eficiéncia da remocdo de contaminantes na agua, auxiliando no
processo de biorremediacdo. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial
para a promocdo do crescimento vegetal e biorremediacdo de cobre por
microrganismos benéficos associados a T. domingensis e S. auriculata. No capitulo
um, foi realizado o isolamento de 40 microrganismos a partir dos tecidos da folha,
rizoma e raiz de T. domingensis. Para tanto, foram coletadas plantas adultas em
duas lagoas da regiao Norte Fluminense, uma doce e outra salobra (Campelo e Acu,
respectivamente). Os isolados foram caracterizados morfologicamente e
identificados através de sequenciamento do gene 16S ribossomal para bactérias e
26S para leveduras. Foram encontradas 21 espécies distintas, em que 0s géneros
mais representativos foram Pseudomonas, Bacillus e Aeromonas. Dezenove cepas
foram capazes de produzir compostos indélicos, 24 fixaram nitrogénio atmosférico e
31 solubilizaram fosfato inorganico. A concentracdo inibitéria minima (CIM) de
CuSOQO, foi determinada para todos os microrganismos. A levedura Yarrowia lipolytica
obtida neste isolamento apresentou CIM de cobre extremamente elevada, superior
aos demais isolados: 23 mmol L™ em meio sélido e 10 mmol L™ em meio liquido.
Somado a isso, também foi capaz de produzir compostos indolicos e foi a espécie
que mais solubilizou fosfato. A partir desses resultados, no segundo capitulo foi
avaliado o efeito da inoculacdo de Y. lipolytica em S. auriculata, empregada como
planta aquatica modelo. O resultado mostrou que na presenca da levedura houve
incremento significativo (p<0,05) de peso fresco (11,5%); o peso seco (7,1%); o teor
de clorofila a, e carotendides (20,9; e 15,7%, respectivamente); e conteudo de
nutrientes (22,7% para N, 26,7% para P, 26,7% para S, 29,4% para K, 19,2% para
Ca, 28,8% para Mg, 29,5% para Mn, 16,8% para Cu e 19,2% para Zn) na planta
apos 4 dias de inoculacdo em casa de vegetacdo. No experimento de remocédo de
cobre, a levedura minimizou os efeitos negativos causados pelo metal nas células
vegetais apos 8 dias de inoculacdo, observado através do ensaio de extravasamento
de eletrdlitos. Desta forma, foi possivel obter uma levedura candidata a inoculante
em sistemas de tratamento de efluentes do tipo wetland, utilizando a associagéo de
plantas aquaticas e microrganismos para tornar o processo mais eficiente.

Palavras-chaves: Typha domingensis, Salvinia auriculata, Yarrowia lipolytica,

promocao do crescimento vegetal, resisténcia a metal, biorremediacao.
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ABSTRACT

Aquatic plants are able to remove pollutants from water, including metals. They help
maintain the quality of the environment, and act as bioindicators of pollution in
eutrophic areas. Typha domingensis and Salvinia auriculata are used to treat
effluents, and have tolerance to copper. Such characteristics may be related to its
association with beneficial microorganisms capable of promoting plant growth, as
well as increasing the efficiency of the removal of contaminants in the water, aiding in
the bioremediation process. The objective of this work was to evaluate the potential
for the promotion of plant growth and copper bioremediation by beneficial
microorganisms associated with T. domingensis and S. auriculata. In first chapter, 40
microorganisms were isolated from leaf, rhizome and root tissues of T. domingensis.
For this, adult plants were collected in two lagoons of the northern Fluminense
region, one freshwater and one brackish (Campelo and Acu, respectively). The
isolates were characterized morphologically and identified by sequencing the 16S
ribosomal gene for bacteria and 26S for yeast. Twenty one species were found, in
which the most representative genera were Pseudomonas, Bacillus and Aeromonas.
Nineteen strains were able to produce indolic compounds, 24 fixed atmospheric
nitrogen and 31 solubilized inorganic phosphate. The minimum inhibitory
concentration (MIC) of CuSO 4 was determined for all microorganisms. The Yarrowia
lipolytica yeast obtained in this isolate presented an extremely high copper MIC,
superior to the other isolates: 23 mmol L™ in solid medium and 10 mmol L™ in liquid
medium. In addition, it was also able to produce indole compounds and was the most
solubilized phosphate species. From these results, in the second chapter the effect of
the inoculation of Y. lipolytica on S. auriculata, used as a model aquatic plant, was
evaluated. The results showed that in the presence of yeast there was a significant
increase (p<0.05) of fresh weight (11.5%); dry weight (7.1%); the content of
chlorophyll a, and carotenoids (20.9 and 15.7%, respectively); and nutrient content
(22.7% for N, 26.7% for P, 26.7% for S, 29.4% for K, 19.2% for Ca, 28.8% for Mg,
29.5% % for Mn, 16.8% for Cu and 19.2% for Zn) in the plant after 4 days of
inoculation in greenhouse. In the copper removal experiment, the yeast minimized
the negative effects caused by the metal on plant cells after 8 days of inoculation,
observed through the electrolyte extravasation assay. In this way, it was obtained
candidate yeast, suitable for an application in wetland effluent treatment systems
using the association of aquatic plants and microorganisms to make the process
more efficient.

Keywords: Typha domingensis, Salvinia auriculata, Yarrowia lipolytica, plant growth

promotion, metal resistance, bioremediation.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a populagdo mundial é de 7,6 bilhdes de habitantes. Isso significa
gue em 50 anos, 0 numero de pessoas no planeta duplicou. Em 2030, estima-se que
esse numero suba para 8,6 bilhdes de pessoas e em 2100 para 11,2 bilhdes (ONU,
2017). Em 2017, o Brasil atingiu 207 milhdes de habitantes, o que representa um
aumento de cerca de 10% em 10 anos (IBGE, 2017). Como consequéncia, houve
um aumento no consumo de bens e servi¢os, ha demanda por alimentos e no uso
dos recursos naturais ndo renovaveis (De Moraes et al., 2017). O desenvolvimento
acelerado da agricultura e da industria para atender esse grande numero de
consumidores causou danos para o ambiente com o despejo de efluentes que
contaminaram corpos hidricos (Strungaruet al., 2015; Kupper & Andresen, 2016).
Segundo Wetzel (2001), a exploracdo e degradacdo acalerada da agua doce € um
efeito combinado do aumento populacional com a crescente producao e consumo de
agua para atender os avancos tecnologicos e o desenvolvimento econdmico. Esse
conceito € denominado “crescimento demotécnico ou demografico”. Neste sentido, a
preocupacado de se preservar 0S mananciais € urgente, assim como a necessidade
de préticas conservacionistas de consumo (Abraham & Susan, 2017).

Os metais sdo uma classe importante de contaminantes que reduzem a
qualidade da agua. Eles sao altamente sollveis e capazes de se acumular ao longo
da cadeia tréfica, podendo causar problemas a saude humana, como cancer,
doencas cardiovasculares e anemia crbnica (Ullah et al., 2015). Apesar de alguns
atuarem como micronutrientes (Polishchuk & Polishchuk, 2016), quando em elevada
concentracdo sdo toxicos, podendo formar ligagdes covalentes com carbono. Essas
ligacdes alteram a mobilidade do metal e sua acumulacao nas células, modificando
o balanco i6nico, as cascatas de sinalizacdo e a atividade enzimatica (Florea &
Busselberg, 2006). Além disso, também podem induzir a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), levando a degradacdo de membranas biologicas e a
desnaturacao de proteinas e acidos nucléicos (Yang et al., 2016).

O cobre (Cu) é o terceiro metal mais utilizado no mundo. S&o inidmeros 0s
produtos a base deste metal (BNDES, 2012). O Brasil € 0 15° pais na exploracéao de
Cu (IBRAM, 2015). Logo, néo so6 pela mineracdo, mas também pelo uso, o Cu é um
contaminante critico, podendo causar diversos danos ambientais, sendo necessario

buscar alternativas de tratamento (Andreazza et al., 2013).



Alguns métodos fisicos e quimicos, como precipitacdo, floculacdo e troca
ibnica, ja tém sido utilizados para remover excesso de metais na agua. No entanto,
sdo metodos de alto custo e em muitos casos ndo podem ser utilizados para
remocdo in situ (Xie et al.,, 2013). Por outro lado, técnicas de biorremediacéo
apresentam custo reduzido e podem ser utilizadas diretamente na area
contaminada, além de ser um método sustentdvel que utiliza plantas e
microrganismos para retirada de elevados teores de metais (Xie et al., 2013) e
outros contaminantes do ambiente. Todavia, embora seja uma tecnologia
promissora, seu uso ainda € incipiente (Ali et al., 2013).

Plantas aquaticas como Typha domingensis e Salvinia auriculata podem ser
utilizadas na biorremediacdo de metais em corpos hidricos, pois apresentam
capacidade de tolerar, remover e acumular esses elementos (Uglincu et al., 2013;
Harguinteguy et al., 2015; Jha et al., 2016). Popularmente conhecida como taboa, T.
domingensis € uma planta aquatica emersa que tem sido utilizada no tratamento de
efluentes industriais e domésticos, podendo estocar altas concentracdes de cromo,
niquel, caddmio, zinco, mercurio e cobre (Adams et al., 2013; Lominchar & Millan,
2015; Mufarrege et al., 2015). Da mesma forma, as plantas flutuantes do género
Salvinia sdo capazes de bioacumular e remediar cadmio, niquel, chumbo, zinco e
cobre (Dhir et al., 2011; Bizzo et al., 2014, lha & Bianchini, 2015).

A interacdo de plantas aquaticas com microrganismos benéficos pode
favorecer o processo de biorremediacdo diretamente, pois algumas bactérias e
fungos séo resistentes a contaminantes, dispondo de mecanismos de captacédo e
detoxificacdo de metais (Das et al., 2016; Irawati et al., 2016). Como mecanismos
indiretos de biorremedia¢céo, os microrganismos benéficos também podem promover
0 crescimento vegetal através da producdo de fitorménios, fixacdo biolégica de
nitrogénio (FBN), e solubilizagdo de fosfato inorganico, melhorando o estado
nutricional das plantas (Glick, 2012; Ghosh et al., 2014; Ndeddy-Aka & Babalola,
2016). Todavia, existem poucos trabalhos mostrando a interacdo dessas plantas
com microrganismos, principalmente, no que tange a promoc¢édo do crescimento
vegetal e seu uso para biorremediacdo. Dessa forma, o isolamento, a identificacdo e
a caracterizacdo de microrganismos associados as plantas aquaticas tornam-se
interessante para melhor compreender tal relagdo e contribuir na eficacia dos

métodos de biorremediagéao.



2
2.1

OBJETIVOS
Objetivo geral

Avaliar o potencial para promocao do crescimento vegetal e biorremediacao

de cobre por microrganismos benéficos associados a T. domingensis e S. auriculata.

2.2

Objetivos especificos

- Isolar microrganismos associados a T. domingensis;

- Realizar a caracterizagdo morfolégica dos microrganismos isolados;

- ldentificar as bactérias isoladas através do sequenciamento do gene
16S ribossomal e as leveduras através do gene 26S ribossomal;

- Caracterizar os isolados quanto a capacidade de produzir compostos
inddlicos, fixar nitrogénio atmosférico e solubilizar fosfato;

- Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) de Cu para cada
isolado e selecionar um microrganismo promotor do crescimento vegetal
resistente ao metal para inoculacao na planta;

- Avaliar a promocao de crescimento vegetal ap6s a inoculacdo do
microrganismo selecionado em S. auriculata através de medidas de peso, teor
de clorofila e determinacao de nutrientes;

- Avaliar a fitorremediacdo de Cu apOs inoculagdo do microrganismo
selecionado em S. auriculata acompanhando peso, teor de clorofila,
extravasamento de eletrélitos, determinacao de nutrientes e da concentracao

do metal utilizado como contaminante.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Contaminacdo do ecossistema aquético por metais

A manutencéo da disponibilidade e da qualidade da agua doce sdo desafios
para a humanidade no século XXI. O aumento crescente da contaminacdo dos
corpos hidricos por diversas substancias, incluindo os metais, representa um risco
para 0 homem e o ecossistema (Harguinteguy et al., 2016). Naturalmente, o
ambiente aquatico é um reservatério de residuos lixiviados do solo e de aguas
subterraneas. Dessa forma, também se torna reservatério para efluentes e residuos
antrépicos, com destaque para os metais (Islam et al., 2015; Chowdhury et al.,
2016).

As principais fontes naturais de metais sdo a atividade vulcanica, o
intemperismo e a erosdo de minerais e rochas. As fontes antrépicas incluem as
atividades de mineragdo, industrias de baterias, fertilizantes e pesticidas,
responsaveis pelo aumento da contaminagdo de metal no ambiente, gerando
apreensédo devido a toxicidade desses elementos (Sharma et al., 2015; Srivastava et
al.,, 2015). Alguns metais como cobre, zinco e cobalto sdo considerados
micronutrientes essenciais para o funcionamento celular em baixas concentragdes.
Porém, a acumulacdo desses elementos nos corpos hidricos pode reduzir a
biodiversidade do ambiente aquatico, pois diminui a produtividade primaria e
promove toxidez nos animais, podendo atingir o homem por biomagnificacdo, ao
serem incorporados na cadeia alimentar (Bielmyer-Fraser et al., 2017).

O cobre (Cu) € um metal amplamente empregado em equipamentos
eletrdnicos, tubos de agua, ligas metélicas, como catalisador quimico, em tintas anti-
incrustantes para cascos de navios e como fungicida agricola, sendo obtido atravées
da extracdo mineral (Kumar, 2006). Neste sentido, por conta do uso intenso e
potencial de toxicidade, o Cu é classificado como um contaminante prioritario pela
United States Environment Protection Agency — USEPA, em portugués, Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, 2014). No Brasil, o Conselho
Nacional do Meio Ambiente — CONAMA determina que a concentragcdo maxima
desse elemento na agua doce (Classe 1 e 2) seja de 0,009 mgL™, segundo a
Resolucdo 357/05 (CONAMA, 2005). No entanto, o efeito do Cu nos seres vivos
pode ser deletério mesmo em valores abaixo do estabelecido nessa legislacéo,

dependendo da sua disponibilidade e especiagdo quimica (Mackie et al., 2012).
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E descrito na literatura que o excesso de Cu pode alterar a transcri¢éo celular,
a traducdo e a divisdo da célula, danificando &cidos nucleicos; desnaturando
proteinas; alterando o potencial de oxi-reducéo; induzindo a formacédo de EROs; e
inibindo a atividade de enzimas relacionadas ao ciclo do carbono e do fésforo
(Gaetke & Chow, 2003; Fernandez-Calvifio et al., 2010; Mackie et al., 2012). Na
Figura 1 é apresentado um esquema dos danos celulares causados pelo excesso de

Cu, que estao principalmente relacionados ao estresse oxidativo.
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Figura 1: Danos celulares causados pelo excesso de cobre. As EROs geradas pela presenca de Cu
em excesso causam estresse oxidativo, levando a peroxidagcdo das membranas lipidicas,
desnaturac@o de proteinas e enzimas, afetando vias de sinalizac¢éo, e danificando a estrutura dos
acidos nucléicos. Adaptado de Li et al. (2013).

Diante do uso excessivo de Cu e a contaminacdo gerada por este metal, uma
alternativa para mitigar seu efeito negativo é a aplicacdo de plantas aquaticas
resistentes a metais, capazes de descontaminar os corpos hidricos. Essas plantas

incluem T. domingensis e S. auriculata (Wolff et al., 2012; Mufarrege et al., 2014).

3.2 Plantas aquéticas para biorremediacéo

Plantas aquéticas sdo usualmente chamadas de macrofitas aquaticas. Essa
denominacéo inclui desde macroalgas até angiospermas, que sdo caracterizadas
como vegetais que durante o processo evolutivo retornaram ao ambiente aquatico
(Esteves, 1998). Em geral, elas séo classificadas em cinco grupos de acordo com

seu modo de vida na agua (Thomaz & Bini, 2003). S&o eles: i) macroéfitas emersas
12



com folhas e frutos flutuantes (p.ex. Nymphaea); ii) macrdéfitas flutuantes na
superficie da agua (p.ex. Salvinia); iii) macrofitas submersas enraizadas (p.ex.
Egeria); iv) macroéfitas submersas livres (p.ex. Ceratophyllum) e v) macrofitas
emersas (p.ex. Typha)(Figura 2).

Figura 2: Os cinco grupos de macrdfitas aquaticas encontradas nas Américas: A) emersas com
folhas e frutos flutuantes — Nymphaea Alba (Pezi, 2013); B) flutuantes na superficie da agua —
Salvinia auriculata; C) submersas enraizadas — Egeria najas (Maike, 1976); D) submersas livres —
Ceratophyllum demersum (Tanaka, 2006); E) emersas — Typha domingensis (Shebs, 2008).

Diversas familias de plantas aquéticas habitam um mesmo corpo hidrico,
variando a densidade das populacdes de acordo com as condicdoes ambientais
(Thomaz &Bini, 2003). No Brasil, T. domingensis e S. auriculata s&o frequentemente
encontradas juntas em reservatorios de agua doce e bacias hidrograficas (Thomaz
et al.,, 1999; Martins et al., 2008; Bianchini & Cunha-Santino, 2014; Bianchini &
Cunha-Santino, 2016).

T. domingensis € uma angiosperma tipica de ambientes perturbados com
excesso de nutrientes. A planta age removendo esses nutrientes por assimilacao,
seguida da formacdo de biomassa vegetal (Pompeo, 2008). Encontrada em
ecotonos, T. domingensis é tolerante ao aumento de condutividade elétrica, pH e
salinidade (Hadad et al.,, 2006; Mufarrege et al., 2011), apresentando ainda
tolerancia a cromo, niquel e zinco (Mufarrege et al., 2014).

Conhecida como orelha de onga, S. auriculata € uma pteridofita que né&o

possui raizes verdadeiras, apresentando folhas flutuantes fotossintetizantes e folhas

13



modificadas submersas com fungédo de absorcdo de nutrientes (Jampeetong & Brix,
2008). Esta planta apresenta alta taxa de crescimento, colonizando rapidamente
ambientes com elevada disponibilidade de nutriente (Carvalho, 2015). Similar a
Typha, Salvinia € capaz de remover e acumular metais presentes na &gua
(Tabela 1). S. auriculata ja foi descrita como resistente a cadmio e cobre (Wolff et al.,
2012; Bizzo et al., 2014). Dessa forma, ambas as espécies tém potencial para serem

empregadas no tratamento de efluentes industriais, ricos em metais.

Tabela 1: Espécies de Salvinia e Typha descrita como acumuladoras e tolerantes a metais.

Espécies Metal Referéncias

Salvinia auriculata Cu, Cd Wolff et al. (2012); Bizzo et al. (2014)

Salvinia minima Cd, Ni, Pb e Zn Estrella-Gomez et al. (2009); Fuentes et al. (2014);
Iha & Bianchini (2015); Leal-Alvarado et al. (2016)

Salvinia cucullata  Cu Das & Goswami (2016b)

Salvinia natans Cr Dhir et al. (2011)

Typha domingensis Hg, Cr, Ni, Zn e Cu Adams et al. (2013); Lominchar & Millan (2015);
Mufarrege et al. (2015)

Typha angustifolia  Fe, Cre Cd Ghosh et al. (2014); Duman et al. (2015)

Typha latifolia Cd, Pb, Cu, Pb, Hg e Zn Rodriguez-Hernandez et al. (2015); Romero-

Herndndez et al. (2016)

O uso de plantas para a retirada de contaminantes da agua é uma alternativa
de biorremediacdo para o tratamento de ambientes contaminados (Rezania et al.,
2016). Biorremediacdo € o processo que utiliza organismos vivos para remover
contaminantes toxicos ou torna-los menos toxicos no ambiente, sendo eficaz para
remocado de metais. Para tanto, as plantas fitorremediadoras usam mecanismos
variados de captacdo de poluentes organicos e inorganicos, que serdao degradados,

transformados ou volatilizados (Mani & Kumar, 2014)(Figura 3).
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Figura 3: Mecanismos de fitorremediagdo usados por plantas aquéticas. Adaptado de Stout &
Nusslen (2010); Pilon-Smits (2005).

A biorremediacdo € um método natural, sustentavel e de baixo custo com
vantagens sobre as abordagens fisico-quimicas que sao frequentemente utilizadas
no tratamento de efluentes industriais (Rezania et al., 2016). Essas abordagens
fisico-quimicas incluem técnicas rapidas, como a precipitacdo quimica. Todavia, elas
sao dispendiosas e inadequadas quando comparadas a biorremediacdo, podendo
causar efeitos adversos no ambiente por alterar propriedades fisicas, quimicas e
biologicas (Ullah et al., 2015). Neste sentido, destaca-se que S. auriculata € um
organismo modelo interessante para estudos de biorremediagdo com plantas
aquaticas, dado o seu tamanho reduzido, facil amostragem e rapida reproducédo
(Soares et al., 2008). O genoma de Salvinia é pequeno, comparado a outras
pteridofitas, o que facilita estudos genéticos no futuro (Machado et al., 2016). Além
disso, S. auriculata atua como substrato para microrganismos e pequenos

invertebrados, viabilizando estudos de interacao ecoldgica (Srivastava et al., 2016).

3.3 Interacdo entre plantas aquaticas e microrganismos benéficos

A associacdo entre planta e microrganismo pode promover uma relacao
benéfica mutua. As plantas fornecem carboidrato e abrigo para os microrganismos,
enquanto estes disponibilizam metabdlitos que contribuem para o desenvolvimento
vegetal. Por isso, tais microrganismos benéficos sdo conhecidos como promotores
do crescimento vegetal (Stout & Nusslem, 2010). A seguir serdo apresentadas

algumas dessas caracteristicas microbianas que promovem o crescimento da planta.
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A producdo de compostos inddlicos, incluindo auxinas, por microrganismos
influencia a regulacdo do alongamento, a divisdo e a diferenciagdo celular e a
iniciacdo radicular nos vegetais. O acido indol-3-acético (AIA) € a principal auxina
produzida por microrganismos, tendo como precursor o L-triptofano (Ludwig-Mdller,
2015). Frequentemente, esses organismos associados com plantas produzem
compostos inddlicos, favorecendo o desenvolvimento vegetal (Hardoim et al., 2008).

Outra caracteristica encontrada em alguns microrganismos associados com
plantas € capacidade de fixar nitrogénio atmosférico. As bactérias diazotréficas
possuem genes nif, que lhes conferem a capacidade de converter N, em NH3; e
NH,", permitindo que estes elementos sejam assimilados pelos vegetais e utilizados
na biossintese de proteinas e acidos nucléicos (Glick, 2012).

Bactérias, fungos e leveduras também sdo capazes de solubilizar fosfato
inorganico, o segundo nutriente de maior demanda na biomassa vegetal depois do
nitrogénio (Oteino et al., 2015). Isto ocorre, principalmente, através da secrecao de
acidos organicos ou da atividade de fosfatases microbianas, que tornam o fosforo
soluvel, pronto para ser absorvido e incorporado na biomassa vegetal (Oteino et al.,
2015).

Com tantas caracteristicas que promovem o crescimento vegetal, as relacdes
benéficas entre plantas e microrganismos sdo amplamente estudadas no ambiente
terrestre, visando a aplicacdo na agricultura (Nadeem et al., 2014; Xun et al., 2015;
Kong & Glick, 2017). J&4 os estudos no ambiente aquatico sdo escassos. Poucos
trabalhos séo relatados, especialmente, quando a interacdo ocorre entre plantas
aquaticas e fungos (ljaz et al., 2016; Srivastava et al., 2016). NaTabela 2 sdo

listados os trabalhos encontrados.
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Tabela 2: Exemplos de interacéo entre planta aquatica e microrganismos benéficos.

Planta

Microrganismo

Aplicacao

Referéncia

Canna indica L.

Phragmites australis
Eichornia crassipes
Brassica juncea

Typha angustifolia

Salvinia minima

Brassica juncea

Acorus calamus

Potamogeton crispus

Typha domingensis

Typha angustifolia

Phragmites australis

Typha latifolia

Funnelliformis mosseae

Rhizophagus irregularis
Acinetobacter spp.

Pseudomonas aeruginosa
Alcaligenes feacalis
Bacillus subtilis

Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Bacillus pumilus
Planococcus sp.
Kocuria rhizophila.
Bacillus sp.

Bacillus sp.
Micrococcus luteus
Pseudomonas stutzeri
Sphingomonas
pseudosanguinis
Bactérias endofiticas
associadas a S. minima

Pseudomonas
brassicacearum
Rhizobium leguminosarum
Células combustiveis
microbianas de sedimento

Consoércio microbiano*

Microbacterium
arborescens

Bacillus pumilus
Pseudomonas cookii
Bacillus megaterium
Pseudomonas jaduguda
Funnelliformis mosseae
Rhizophagus irregularis

Bacillus endophyticus
Paenibacillus macerans
Bacillus pumilus

Reducéo dos danos
de atrazina na planta
Fitorremediacéo de Cd

Fitorremediacéo de Cu

Germinacao de
sementes, promogao
do crescimento
vegetal e remocao de
Cd, CreNi
Promocéo do
crescimento vegetal
de arroz

Remocéo de Cu, Zn,
Cr, Ni, Cd e Pb da
agua

Promocéo do
crescimento vegetal e
remocéo de Zn
Degradacéo de
hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos
Remocéao de &cidos
ftalicos

Degradacéo de
efluente téxtil

Promocéo do
crescimento vegetal

Germinacéo de
sementes, aumento da
respiracéo e
fotossintese
Promocéo do
crescimento vegetal e
fitorremediacéo de
metais (Fe, Cd, Pb, Cr,
Ni, Cu e Zn)

Dong et al. (2017)

Huang et al. (2017)
Irawati et al. (2017)

Ndeddy Aka &
Babalola (2016)

Saha et al. (2016)

Lindell et al. (2016)

Adediran et al.
(2015)

Yan et al. (2015)
Chi & Gao (2015)
Shehzadi et al.
(2014)

Ghosh et al. (2014)

Wu et al. (2014)

Tiwari et al. (2013)

*Microrganismos associados a P. Crispus néo foram identificados.

No ambito da biorremediacédo, os microrganismos tém potencial metabdlico
versatil e podem favorecer o processo quando utilizados em conjunto com as
plantas. Eles subdisidiam o aumentam de biomassa vegetal, melhoram o estado

nutricional da planta e aumentam a tolerancia ao estresse, consequentemente,
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ampliam a capacidade das plantas fitorremediadoras de remover contaminantes do
ambiente (Sessitsch et al., 2013). Isso € relevante, considerando que uma das
limitacbes da biorremediacdo € demandar mais tempo para remover contaminantes
de um mesmo volume, se comparado as técnicas fisico-quimicas usualmente
aplicadas (Zhang et al., 2010). Com a adi¢cdo do microrganismo, esse processo pode
se tornar mais eficiente, acelerando o tratamento da area contaminada.

Na Figura 4, sdo apresentados mecanismos microbianos para resistir as
alteracdes celulares causadas pelos metais. Pode-se verificar o efluxo de metais, a
biossorcédo, oxi-reducdo, volatilizacdo, exclusdo, remocgédo ativa, precipitacdo e

bioacumulagao extra e intracelular (Gadd, 2010).

Metais toxicos

(S mecanismo™
l central Formacéao de

go Sequestro de metais conjugados
g pelas metalotioneinas
¢
“~a Aceptor de elétrons

alternativo (D) Transporte de

Biorremogao

& & 6 @ | Bioacumutagao
, (E) Biotransformacao
ctante, EPS) ————

{1 \ { Pb}u
L Biosurfa \
@ >

Menos toxico

Precipitacao ‘l

Figura 4: Eventos celulares envolvendo a biorremediacdo de metais toxicos. Estes processos
incluem: A) reagfes de oxidacdo-reducao de metais, B) sequestro de metais por metalotioneinas, C)
conjugacdo com compostos organicos/precipitacdo, D) efluxo de metal por transportadores de
membrana, e E) biorremocdo de metais por produtos microbianos - biossurfactantes ou
exopolissacarideos (EPS), que podem levar a biorremoc¢éo, bioacumulacdo, biotransformacéo e
precipitacdo. Adaptado de Das et al. (2016).

3.4 Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica € uma levedura estritamente aerdbica, da classe dos
Ascomicetos, subclasse Hemiascomicetos (Liu et al., 2015). Inicialmente,
classificada como Candida lipolytica (Wickerman, 1951), apenas nos anos 80 foi
conhecida como Y. lipolytica por sua preferéncia em crescer em substratos ricos em
lipideos (Van der Walt et al., 1980).
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Largamente distribuida na natureza, Y. lipolytica € resistente a altas
concentracOes de sais e capaz de crescer em uma ampla faixa de pH e temperatura
(Fabiszewska et al., 2015). Tem crescimento na forma de células ovais, pseudo-hifas
e hifas verdadeiras, sendo um organismo modelo nos estudos de transicdo dimérfica
(Barth & Gaillardin, 1997; Ruiz-Herrera & Sentandreu, 2002; Zhao et al., 2013; Li et
al., 2014; Cogo et al., 2018). Tal caracteristica estd associada as condi¢bes de
crescimento (aeracado, pH, fonte de carbono, etc.) e seu perfil genético (Sekova et
al., 2015).

Y. lipolytica pode crescer em condi¢des extremas, acumulando e utilizando
compostos téxicos (Sekova et al., 2015). Cepas isoladas de diferentes ambientes
foram descritas como acumuladoras de metais (Cd2*, Co?*, zn2*, Cr*" e Ni2")
(Strouhal et al., 2003; Bankar et al., 2009b; Shinde et al., 2012). Isso ocorre devido
aos multiplos mecanismos de resisténcia a estresses utilizados pela levedura, tais
como: sintese de melaninas, atividade de Zn-superéxido dismutase (SOD), sintese
de metalotioneinas, adsorcdo de ions metalicos na parede celular e bombas do tipo
ATPase para efluxo de metais (Bankar et al., 2009a). Neste sentido, Y. lipolytica é
um microrganismo promissor nos estudos de biorremediagdo de agua contaminadas
(Tabela 3).

Tabela 3: Mecanismos de resisténcia a contaminantes por Y. lipolytica.

Contaminantes Mecanismos Referéncia
Ni“*, Zn”*, Hg”", Pb°", Cu”  Biossorcao Strouhal et al. (2003); Ito et al.
Cd?*, Coz" e Cr* (2007); Bankar et al.(2009b);

Asfaram et al. (2016); Dil et al.
(2017); Wierzba (2017)

2,4,6-trinitrotolueno (TNT) Transformacéao protéica Ziganshin et al. (2015); Khilyas
et al. (2017);

Bromoalcano Degradacao aerébica por Vatsal et al. (2015)

desalogenagéo

Efluente de 6leo de palma Fonte de carbono Hassanshahian et al.(2012);
Louhasakul & Cheirsilp (2013)

Petréleo bruto Biodegradacgéo Zinjarde et al. (2014);

Lignocelulose Fonte de carbono Tsigie et al. (2011)

Y. lipolytica possui elevado potencial para producao de proteinas heterdlogas,
lipideos, acidos orgéanicos, enzimas e outros metabolicos importantes para industria
(Bankar et al., 2009a; Kurtzman, 2011; Gongalves et al.,, 2014). Sua atividade

lipolitica esta associada ao grande numero de enzimas do tipo lipase, capazes de
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degradar Oleos e gorduras, incluindo hidrocarbonetos como o petréleo (Darvishi et
al., 2017).

Como observado, a levedura tem um amplo potencial biotecnoldégico. Todavia,
0s estudos de interagéo entre Y. lipolytica e plantas ainda sdo escassos. Vassileva
et al. (2000) descreveram uma cepa como solubilizadora de fosfato inorganico,
utilizada como inoculante associada ao fungo micorriza Glomus deserticola em
tomate. A inoculacdo dupla em tomate promoveu incremento de biomassa e maior
aquisicao de fésforo soluvel pelas plantas (Vassilev et al., 2001). Recentemente, a
capacidade de produzir auxinas também foi demonstrada in vitro para uma outra
cepa (Cogo et al., 2018), evidenciando que Y. lipolytica realmente pode ser utilizada
como inoculante para incremento de biomassa. Apenas um estudo relata o
isolamento dessa levedura a partir de planta, a haléfita Atriplex halimus
(Zvyagilskaya et al., 2001). Até o presente, ndo ha relatos de isolamento e interacéo

desse microrganismo com plantas aquaticas.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO DE MICRORGANISMOS PROMOTORES DO
CRESCIMENTO VEGETAL RESISTENTES A COBRE ISOLADOS DE Typha

domingensis
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RESUMO

O cobre (Cu) € um contaminante prioritario devido ao seu uso intenso e potencial
toxicidez aos seres vivos. Técnicas como a biorremediacdo podem ser utilizadas
para o tratamento de areas contaminadas pelo metal, utilizando organismos vivos.
Typha domingensis & uma planta aquatica com potencial fitorremediador capaz de
tolerar e acumular altas concentragcdes de Cr, Ni, Zn, Hg, Cu e Mn. Sua associagéo
com microrganismos benéficos pode promover o aumento da biomassa vegetal e
favorecer a fitorremediagcdo. Todavia, poucos estudos descrevem a microbiota
associada com essas plantas.Dessa forma, o objetivo do trabalho foi isolar,
identificar e caracterizar microrganismos promotores do crescimento vegetal
resistentes a cobre a partir deT. Domingensis de lagoas do Norte Fluminense. Foram
isolados 40 microrganismos associados a essa planta aquatica, e identificados por
sequenciamento dos genes 16S e 26S rRNA. Foram encontradas 22
Gamaproteobacteérias, 8 Firmicutes, 2 leveduras do filo Ascomicetos e 8 bactérias
nao identificadas. Entre as cepas, 19 produziram compostos indélicos, 24 bactérias
fixaram nitrogénio atmosférico e 31 solubilizaram fosfato. A levedura Yarrowia
lipolytica produziu compostos inddlicos e foi a espécie que mais solubilizou fosfato. A
concentragdo inibitéria minima (CIM) de CuSO, foi determinada para todos os
microrganismos. As bactérias mais resistentes pertencem ao género Serratia, com
CIM de 9 e 11 mmol L. Entretanto, as cepas de Y. lipolytica apresentaram a CIM
mais elevada, 23 mmol L™* em meio sélido e 10 mmol L™ em meio liquido. Foi
observado que o elevado perfil de resisténcia dessa levedura esta relacionado a
alteracdes morfologicas no tamanho e no aspecto da colénia, bem como a producéo
de pigmento de cor marrom claro, semelhante a melanina. O Cu também provocou
alteracdes morfoldgicas nas células do centro e da borda da colénia. Foram
encontradas pseudo-hifas, células aberrantes em tamanho, e células com aspecto
escuro e granuloso nas maiores concentracdes utilizadas. Essas modificacdes
estruturais podem atuar como mecanismos de defesa ao estresse causado pelo
metal e tornam Y. lipolytica um organismo candidato a ensaios de interacdo com
plantas aquaticas, visando ganho de biomassa e remocédo de Cu de corpos hidricos.

Palavras-chaves: Fitorremediacdo, plantas aquaticas, interacdo planta e

microrganismos, Yarrowia lipolytica
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1 Introducéo

A crise hidrica global € um dos problemas mais graves que a humanidade
enfrenta hoje. A demanda por agua é crescente, ndo apenas para consumo humano,
mas também para atender as necessidades da industria e agricultura. Além disso, a
escassez de agua € acompanhada da contaminagdo dos corpos hidricos por
substancias que representam risco para o homem e o ecossistema (Strungaru et al.,
2015; Harguinteguy et al., 2016). Estes residuos podem ser oriundos da lixiviacao do
solo, de aguas subterraneas, de efluentes domeésticos e industriais, de vazamentos
de petréleo e despejos de minas e pogos (Kupper & Andresen, 2016; Rycewicz-
Borecki et al., 2016). Neste sentindo, 0s metais representam um grupo de
contaminantes criticos, pois estes elementos nédo sdo degradados e se acumulam ao
longo da cadeia tréfica pelo processo de biomagnificacdo (Bielmyer-Fraser et al.,
2017).

O cobre (Cu) é classificado como um contaminante prioritario devido ao seu
uso intenso e potencial toxicidez aos seres vivos (USEPA, 2014). Obtido através da
extracdo mineral, o Cu € empregado em equipamentos eletrénicos, tubos de agua,
ligas metélicas, como catalisador quimico, em tintas anti-incrustantes para cascos de
navios e como fungicida agricola (Kumar, 2006). Nos seres vivos, o Cu atua como
micronutriente, sendo cofator de enzimas, como a citocromo c oxidade, a Cu,Zn-
superéxido dismutase e as ATPases (Gaetke & Chow, 2003). Contudo, quando em
excesso, este metal pode conduzir ao desequilibrio idnico alterando o potencial de
oxi-reducao, afetando a transcricdo, a traducdo e a divisdo celular e induzindo a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Gaetke & Chow, 20083;
Fernandez-Calvifio et al., 2010;Li et al., 2011; Mackie et al., 2012).

Técnicas convencionais para remocao de ions metalicos da agua podem nao
ser satisfatérias, pois apresentam elevados custos econd6micos, produzem lodo
secundario e gastam muita energia (Yaro et al., 2015). Por outro lado, técnicas como
a biorremediacdo sdo sustentaveis e apresentam custo reduzido, utilizando
organismos vivos para o tratamento de areas degradadas (Xie et al., 2013). Plantas
utilizadas nesse processo devem apresentar rapido crescimento, ser de facil cultivo,
tolerantes a contaminantes e capazes de acumula-los em seus tecidos (ljaz et al.,
2016). Por isso, as plantas aquaticas sao consideradas o principal componente
bioldgico deste método (Hadad et al., 2006; Pang et al., 2016).
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Typha domingensis € uma planta aquatica emersa naturalmente encontrada
em regides alagadas chamadas de wetlands (Junk et al., 2014). Com a acao
antropogénica, também ¢é muito encontrada em ambientes perturbados com
elevadas concentracdes de nutrientes (Miao and Sklar, 1998). Conhecida como
taboa, é capaz de tolerar e acumular altas concentracdes de Cr, Ni, Zn, Hg, Cu e Mn
(Adams et al., 2013; Lominchar & Millan, 2015; Mufarrege et al., 2015). Somado a
isso, € capaz de se crescer em condicdes de elevado pH e alta salinidade, sem
restringir a absor¢cdo de outros nutrientes (Mufarrege et al., 2011). Dessa forma, T.
domingensis tem sido proposta para emprego no tratamento de efluentes industriais
(Hadad et al., 2006, Shehzadi et al., 2014, ljaz et al., 2016).

Outro componente bioldgico, ainda pouco estudado nos processos de
biorremediacdo, sdo os microrganismos (Stout & Nusslen, 2010; Srivastava et al.,
2016). Estes seres vivos apresentam potencial metabdlico verséatil adaptado a
condicdes extremas, o que pode ajudar as plantas aquéticas a sobreviverem
condicbes de estresse (Gadd, 2010; Dey et al.,, 2016). Além disso, bactérias e
fungos podem promover o crescimento de plantas, aumentando a biomassa vegetal
e melhorando o estado nutricional, consequentemente, aumentando a acéo
fitorremediadoradas mesmas (Sessitsch et al., 2013). Os principais mecanismos de
promocdo do crescimento vegetal por microrganismos séo: i) a producdo de
fitorménios como o &cido indol-3-acético, ii) a fixacdo biolégica de nitrogénio
atmosférico, iii) a solubilizacdo de minerais como fésforo, iv) e a resisténcia a
estresses (Spaepen & Vanderleyden, 2011; Rajkumar et al., 2012; Baldani et al.,
2014; Santoyo et al., 2016).

Por isso, os objetivos do presente estudo foram isolar e identificar
microrganismos associados a T. domingensis obtidas de duas diferentes lagoas, a
fim de obter cepas com potencial biotecnoldgico para promover o crescimento

vegetal e resistir a cobre.

2 Materiais e métodos
2.1 Areade estudo

Duas lagoas costeiras da regido norte do estado do Rio de Janeiro,
Brasil,foram selecionadas para coleta de material biolégico devido a ocorréncia da

planta T. domingensis nessas areas. A lagoa do Campelo esta localizada entre os
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municipios de Campos dos Goytacazes e Sao Francisco de Itabapoana. Sua agua
doce é utilizada para irrigacdo e abastecimento da comunidade local (Da Conceigéo
Gomes & Suzuki, 2014). A lagoa do Acu esta situada entre os municipios de Sao
Jodo da Barra e Campos dos Goytacazes. Sua agua € salobra, e tem parte de sua
bacia usada para pastagem, lavoura de subsisténcia e pesca (Santos et al., 2015).

Nas lagoas foram coletadas plantas adultas de T. domingensis com 1,50 m de
altura em média, com folhas verdes, sem flores e sem sinal de necrose. A coleta foi
realizada em triplicata no periodo da manha. O pH, a condutividade elétrica e a
temperatura das lagoas foram avaliados através de equipamento portétil
multiparametros (Tabela 1).

Tabela 1. Pardmetros fisico-quimicos das lagoas durante a coleta de T. domingensis.

Coordenadas Data da coleta pH CE? Tem peraturab
Lagoa do Campelo  21°39'S 41°11'W 17/07/2014 8,8 1583 uS/cm 25,3°C
Lagoa do Acgu 21°55'S 40°59'W 04/08/2014 7,3 9160 uS/cm 24,5°C

Condutividade elétrica, "Temperatura da agua.

2.2 Isolamento e cultivo de microrganismos

No laboratério, amostras de 0,5 g de tecido vegetal, das folhas, raizes e
rizomas foram lavadas com agua destilada e incubadas em 10 mL de solucdo salina
0,85% NaCl por 10 min em ultrassom. Em seguida, as plantas foram maceradas
nesta mesma solucdo, diluidas a 10, 102 e 10°e plaqueadas em triplicata nos
meios DIGS (Ddbereiner et al., 1999) e NYDA (Pusey & Wilson, 1988). As placas de
Petri foram incubadas a 30 °C por 24 h. Apdés o crescimento das culturas, os
microrganismos foram isolados com base nas diferencas morfolégicas das colbnias.
O cultivo para manutencao dos isolados foi realizado em meio DIGS liquido, a 30 °C

em agitador orbital a 175 rpm por 16 h.

2.3 Identificacdo molecular das cepas isoladas

A extragdo do DNA gendmico foi realizada com o kit Plant DNAzol (Invitrogen,
Grand Island, NY, USA). A PCR continha 1uL de DNA, 10 uM de cada iniciador, 2
mM de MgCl,, 200 uM de dNTP, 2,5 uL de tampéo, 2,5 U de Taq polimerase. Os
iniciadores para o gene 16S rRNA foram 27F (5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e
1429R (5’AAGGAGGTGATCCAGCC3’) (Weisburg et al., 1991). As condicdes de
amplificagdo foram: 95 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30 s, 55 °C

33



por 30 s e 72 °C por 2 min, e uma extensdo final de 72° C por 10 min. Os iniciadores
para o gene 26S rRNA foram NL1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) e
NL4 (5°-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) (Kurtzman & Robnett, 1997). O programa
utilizado foi 95 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 s, 61,5 °C por 30s
e 72 °C por 45 s e uma extenséao final de 72 °C por 10 min. O sequenciamento foi
realizado pela Ludwing Biotec — ACTGene Servi¢co de sequenciamento (Rio Grande
do Sul, Brasil). A analise e edicdo das sequéncias foi realizada no programa BioEdit
7.0, o alinhamento das sequéncias consenso foi realizado com Clustal W (Thompson
et al., 1997) e BLAST nucleotides contra a base de dados do NCBI (National Center

for Biotechnology Information).

2.4  Caracterizacao das bactérias e leveduras

Inicialmente, para critério de classificacdo dos microrganismos e observacao
da forma da célula no microscoépio oOptico, foi realizado teste de Gram (Pelczar et al.,
1993). Em seguida, foram analisadas caracteristicas de promoc¢ado do crescimento
vegetal descritas abaixo.

A produgdo de compostos inddlicos, incluindo auxinas, foi verificada pelo
método de Salkowsky em microplaca (Sarwar & Kremer, 1995). Os isolados foram
cultivados em meio DIGS, com e sem adicdo de triptofano (100 pgL™) e incubadas
no escuro por 72 h sob agitacdo. O sobrenadante foi transferido para microplaca de

96 pocos, adicionando-se reagente de Salkowsky (1 mL de FeCl;.6H,0 0,5 mol Lt
em 49 mL de HCIO, 35% em agua) na proporc¢éo de 1:1, seguido de incubagéo no

escuro por 30 min. As amostras foram analisadas em espectrofotometro a 544 nm
utilizando-se acido indol-3-acético (AlA) como padrao.

A capacidade diazotréfica foi testada apdés a lavagem das bactérias em
solucédo salina (NaCl 0,85%) para remocdo do meio de cultivo. Entdo, 20 pyL da
cultura foram inoculadas nos meios semi-soélidos isentos de nitrogénio NFb, JNFb e
JMV (Baldani et al., 2014). Apés 7 dias foi verificada a presenga ou auséncia da
pelicula aerotdxica. Para validagdo do resultado, as culturas foram repicadas trés
vezes nestes meios isentos de N.

A solubilizacdo de fosfato foi avaliada em meio soélido Basal, acrescido de 0,8
g L de Ca,(PO,),, e incubado durante 5 dias para a observagdo do halo de
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solubilizag&do.O indice de solubilizacdo (IS) foi calculado segundo a férmula: IS =
halo de solubilizagdo — tamanho da colonia (cm) (Verma et al., 2001).

2.5 Ensaio de concentracao inibitéria minima

A concentracédo inibitéria minima (CIM), definida com a menor concentracdo
de uma substancia capaz de inibir o crescimento de um organismo (Wiegand et al.,
2008), foi utilizada para avaliar a resisténcia das cepas isoladas a Cu. Uma aliquota
de 10 pL da cultura foi depositada sobre o meio DIGS sdlido contendo
concentracdes crescentes de CuSO4 (1 a 23 mmol L™). As placas foram incubadas
por 5 dias. O isolado mais resistente também foi cultivado em meio DIGS liquido
contendo 1,0; 5,0; 7,5 e 10,0 mmol L™ de CuSO,, sob agitacdo constante por 24, 48
e 72 h. Ao final do experimento, as células foram observadas em microscopio optico

para verificar possiveis altera¢cdes morfologicas.

2.6  Anélise estatistica

Os dados do CIM liquido foram realizados em trés experimentos
independentes e a andlise estatistica avaliada por Two-way ANOVA (p<0,01),
utilizando GraphPad Prism verséo 5.0.

3 Resultados e discusséo
3.1 Microrganismos associados a Typha domingensis

Poucos estudos, do nosso conhecimento, sdo destinados a identificacdo de
microrganismos cultivaveis isolados de plantas aquaticas (Tiwari et al., 2013; Ghosh
et al.,, 2014; Wu et al., 2014; Adediran et al., 2015; Ndeddy Aka & Babalola, 2016;
Saha et al., 2016). Nés isolamos 40 cepas a partir de folhas, raizes e rizomas de T.
domingensis (Tabela 2). A maior proporcédo de microrganismos, 62,5% (25 isolados),
foi oriunda de plantas coletadas na Lagoa do Campelo, distribuida entre bactérias
Gram negativas e positivas, e duas leveduras da mesma espécie. Na lagoa do Acu
foram obtidas 15 bactérias, das quais 73,3% sédo bacilos Gram negativos (Tabela 2).
Apesar do menor numero de cepas obtidas nesta lagoa, 0 ecossistema apresentou
uma grande variedade de espécies identificadas. Sedimentos de corpos hidricos
com elevadas concentragbes de sais possuem uma microbiota diversa, em

constante competicdo. Esses microrganismos apresentam mecanismos de
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adaptacao a tais condicOes (Zeram, 1997; Foti et al., 2007; Ma et al., 2010). Como T.
domingensis é uma planta aquatica enraizada, as bactérias presentes no substrato
também estdo em contato com suas raizes e podem se espalhar pela planta, o que
explica o maior niumero de espécies isoladas nessa planta a partir da Lagoa do Acu.

As analises do sequenciamento mostraram que entre 0s 32 microrganismos
identificados, 68,8% sdo Gamaproteobactérias, 25% sdo Firmicutes e 6,3% sé&o
leveduras do filo Ascomiceto. Entre as cepas classificadas como
Gamaproteobactérias, o género mais representativo foi Pseudomonas (36,7%) e
Aeromonas (18,9%). Bacillus foi o género mais representativo entre as bactérias
Firmicutes (75%)(Tabela 2).
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Tabela 2: Identificacdo e caracterizacdo dos microrganismos isolados de T. domingensis.

Cepa Tecido vegetal Grupo taxonémico Espécie isolada Identidade Acesso NCBI Gram Forma
Lagoa do Campelo
4.1.5.0.X-A Folha Firmicutes Bacillus sp. 98% KR780462.1 + bacilos
4.1.5.0.X-B Raiz Firmicutes Bacillus cereus 98% EU834245.1 + bacilos
4.1.5.0.X-C Folha Firmicutes Bacillus cereus 98% EF428235.2 + bacilos
4.1.5.0.X-D Rizoma Firmicutes Bacillus cereus 98% KJ534499.1 + bacilos
4.1.5.1.X-A Folha Firmicutes Bacillus subtilis 98% LC208134.1 + bacilos
4.2.5.0.X-A Rizoma Proteobacteria Enterobacter asburiae 98% KC759400.1 - bacilos
4.2.5.0.X-B Folha Proteobacteria Enterobacter asburiae 97% KX301285.1 - bacilos
4.2.5.0.X-C Folha Proteobacteria Klebsiella oxytoca 98% GQ496663.1 - bacilos
4.2.5.2.X-A Raiz Proteobacteria Klebsiella pneumoniae 97% MF767576.1 - bacilos
4.2.5.4.X-A Rizoma Proteobacteria Klebsiella pneumoniae 97% MF767585.1 - bacilos
4.1.5.0.X-E Rizoma Proteobacteria Pseudomonas alcaliphila 98% KY928092.1 - bacilos
4.1.5.0.X-F Raiz Proteobacteria Pseudomonas alcaliphila 97% EU082832.1 - bacilos
4.25.2.X-B Raiz Proteobacteria Raoultella ornithinolytica 97% CP012555.1 - bacilos
4.2.5.0.X-D Folha Proteobacteria Serratia marcescens 98% KF700093.1 - bacilos
4.25.2.X-C Raiz Proteobacteria Serratia marcescens 97% MF620086.1 - bacilos
4.1.5.0.X-G Rizoma Proteobacteria Serratia sp. 96% KY790421.1 - bacilos
4.2.5.0.X-E Raiz Ascomicetos Yarrowia lipolytica 97% KY110196.1 Nd Nd
4.2.5.0.X-F Folha Ascomicetos Yarrowia lipolytica 97% KY110196.1 Nd Nd
4.2.5.0.X-G Folha Nd Nd Nd Nd - COCos
4.2.5.0.X-H Folha Nd Nd Nd Nd + COCos
4.2.5.0.X-I Rizoma Nd Nd Nd Nd + COCos
4.2.5.0.X-J Raiz Nd Nd Nd Nd - COCos
4.1.5.0.X-H Raiz Nd Nd Nd Nd - COCos
4.1.5.0.X-I Rizoma Nd Nd Nd Nd bacilos
4.1.5.0.X-J Rizoma Nd Nd Nd Nd bacilos
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Lagoa do Acu
4.2.4.1.X-A
4.2.4.0.X-A
4.2.4.2.X-A
4.1.4.0.X-A
4.1.4.4 X-A
4.1.4.4.X-B
4.2.4.4 X-A
4.1.4.2.X-A
4.1.4.0.X-B
4.1.4.1.X-A
4.1.4.0.X-C
4.1.4.0.X-D
4.1.4.2.X-B
4.2.4.2.X-B
4.1.4.2.X-C

Folha
Rizoma
Raiz
Folha
Rizoma
Rizoma
Rizoma
Raiz
Raiz
Folha
Folha
Rizoma
Raiz
Raiz
Raiz

Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Firmicutes
Proteobacteria
Nd

Aeromonas hydrophila
Aeromonas hydrophila

Aeromonas sp.

Aeromonas veronii
Bacillus thuringiensis
Exiguobacterium indicum
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fulva
Pseudomonas monteilli
Pseudomonas monteilli
Pseudomonas oleovorans
Pseudomonas putida
Staphylococcus epidermidis
Stenotrophomonas maltophilia

Nd

96%
97%
98%
97%
98%
98%
98%
97%
98%
96%
99%
98%
98%
97%
Nd

MF445123.1
KR006248.1
KU937368.1
KM277749.1
MG214606.1
FJ006862.1
AY622220.1
KC178585.1
KR422299.1
GQ284481.1
HQ697330.1
KJ958211.1
FJ357586.1
HM137728.1
Nd

bacilos
bacilos
bacilos
bacilos
bacilos
bacilos
bacilos
bacilos
bacilos
bacilos
bacilos
bacilos
cocos

bacilos
cocos

N&o determinado (Nd), Gram positivo (+), Gram negativo (-).
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Proteobactérias sdo Gram negativas, e a classe Gamaproteobactéria,
incluindo os membros da ordem Pseudomonadales (Williams et al., 2010), é a mais
representativa em estudos do ambiente aquatico (Srivastava et al., 2016), o que
corrobora os dados encontrados neste trabalho. Estudos realizados com Typha
angustifolia verificaram queo filo Proteobacteria € dominante nas associacées com a
planta, principalmente, os subgrupos beta e gama (Li et al., 2011; Guo et al., 2015).
Proteobacteria também foi o filo mais representativo em amostras de diferentes
wetlands construidos artificialmente para o tratamento de efluentes (Long et al.,
2016), incluindo aqueles que utilizam espécies deTypha (Zhang et al., 2015).
Entretanto, representantes de Firmicutes também foram encontrados associados a
T. domingensis. Ambos os filos, Proteobacteria e Firmicutes compreendem bactérias
de interesse biotecnoldgico, em que varias espécies sdo promotoras do crescimento
vegetal (Lugtenberg & Kamilova, 2009; Drogue et al., 2012).

Em 2016, Shehzadi et al. (2016) obteve 41 isolados de bactérias endofiticas
associados a trés plantas aquaticas, sendo 24 cepas associadas aT. domingensis,
oito associadas a Eichhornia crassipes e nove a Pistiastratiotis. As bactérias
isoladas pertenciam principalmente ao género Bacillus, semelhante ao que ocorreu
no presente trabalho. Todas as cepas obtidas foram testadas quanto a capacidade
de degradacéao de efluente téxtil, em que os isolados de Bacillus apresentaram maior
eficiéncia. Oito dessas cepas que se destacaram quanto a degradacédo de efluente,
também apresentaram caracteristicas de promocdo do crescimento vegetal, tais
como a producdo de compostos inddlicos e a solubilizagdo de fosfato inorganico, o
gue deve melhorar a degradacédo do efluente quando utilizadas nos wetlands em
associacdo com as plantas aquaticas.

Assim como as bactérias, os fungos tém sido descritos em isolamentos a
partir de macrdfitas. You et al. (2015) mostraram a diversidade de fungos endofiticos
associados a Eleocharis kuroguwai, Hydrocharis dubia, Salvinia natans e Zizania
latifolia. Dos 25 géneros identificados, Aspergillus, Cladosporium, Clonostachys,
Fusarium, Leptosphaeria, Penicillium e Talaromyces foram 0s mais representativos.
Penicilium também foi o género mais isolado a partir de Persicaria amphibia,
Stuckenia pectinata e Potamogeton pectinatus coletadas em diferentes locais e
épocas do ano (Sandberg et al.,, 2014). Ascomicetos endofiticos também foram

encontrados em isolamentos a partir de Eichhornia crassipes (Almeida et al., 2015).
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Todavia, este € o primeiro trabalho que isolou e identificou cepas de Yarrowia

lipolytica associadas a macréfitas aquaticas.

3.2 Propriedades promotoras do crescimento vegetal

A interacdo de microrganismos e plantas ocorre ao longo de milhares de
anos, selecionando as relagdes que favorecem microrganismos e hospedeiro. Dessa
forma, bactérias e fungos associados com plantas frequentemente promovem o
crescimento vegetal e essas caracteristicas também foram avaliadas nos
microrganismos isolados de T. domingensis. Como apresentado na Tabela 3, das 40
cepas, 19 produziram compostos indélicos. O género mais representativo dessa
caracteristica foi Pseudomonas. Estudos relatam que as auxinas produzidas por
bactérias e fungos tém a capacidade de melhorar e promover o crescimento vegetal
(Chaiharn & Lumyong, 2011; Chutima & Lumyong, 2012; Kumla et al., 2014).

Ao avaliar a fixagdo biolégica de nitrogénio (FBN), foi possivel verificar que
60% das cepas isoladas, ou seja, 24 bactérias foram capazes de captar N,
atmosférico em pelo menos uma das condi¢cdes testadas. Saha e colaboradores
(2016) isolaram e caracterizaram 10 bactérias de T. angustifolia. A producédo de
auxinas e de sideroforos e a presenca do gene nifH foram avaliadas, apresentando
resultado positivo. O consorcio das bactérias foi inoculado e promoveu o
crescimento de arroz, com aumento significativo no comprimento da raiz, na
biomassa seca e no teor de clorofila, mostrando que as propriedades promotoras do
crescimento vegetal sdo vantajosas ao hospedeiro.

Juntamente com a producédo de AIA e FBN, a habilidade de solubilizar fosfato
foi medida nas cepas isoladas de T. domingensis. Através da presenca do indice de
solubilizacdo, foi verificado que 80% dos isolados, 31 cepas, detém essa
caracteristica. Ambas as cepas da levedura Y. lipolytica apresentaram os maiores
IS.
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Tabela 3: Caracterizacdo dos microrganismos
promotoras do crescimento vegetal.

isolados de T. domingensis quanto a propriedades

Cepa Espécie isolada (ulg;]?nolli)a FBN® (Clnf)b
JMV NFb JNFb

4.1.5.0.X-A Bacillus sp. - - + 0,33
4.1.5.0.X-B Bacillus cereus - + - -
4.1.5.0.X-C Bacillus cereus - - + - -
4.1.5.0.X-D Bacillus cereus - - + - -
4.1.5.1.X-A Bacillus subtilis 10,12 + - + -
4.2.5.0.X-A Enterobacter asburiae 11,95 - - + 1,17
4.2.5.0.X-B Enterobacter asburiae 9,94 + + + 1,93
4.2.5.0.X-C Klebsiella oxytoca - + + - -
4.2.5.2.X-A Klebsiella pneumoniae 16,32 + + + 0,70
4.2.5.4 X-A Klebsiella pneumoniae 38,26 - + + 1,29
4.1.5.0.X-E Pseudomonas alcaliphila Nd - - - 1,46
4.1.5.0.X-F Pseudomonas alcaliphila - - - 0,67
4.2.5.2.X-B Raoultella ornithinolytica 38,92 + + + 1,27
4.2.5.0.X-D Serratia marcescens 8,86 + - + 1,43
4.25.2.X-C Serratia marcescens 31,28 + + + 1,07
4.1.5.0.X-G Serratia sp. - - - + 1,43
4.2.5.0.X-E Yarrowia lipolytica 20,63 - - - 1,98
4.2.5.0.X-F Yarrowia lipolytica 13,79 - - - 2,15
4.2.5.0.X-G Nd - + + + 0,93
4.2.5.0.X-H Nd - - - - 1,33
4.2.5.0.X- Nd 10,24 + + + 1,87
4.2.5.0.X-J Nd 26,53 - + + 1,17
4.1.5.0.X-H Nd - + - + 1,33
4.1.5.0.X-I Nd - - -
4.1.5.0.X-J Nd - - - - 0,93
4.2.4.1.X-A Aeromonas hydrophila - + + + 0,40
4.2.4.0.X-A Aeromonas hydrophila - + - + 0,60
4.2.4.2 X-A Aeromonas sp. Nd - - 0,33
4.1.4.0.X-A Aeromonas veronii - - - - 0,20
4.1.4.4.X-A Bacillus thuringiensis - + + - -
4.1.4.4.X-B Exiguobacterium indicum 3,19 + + - -
4.2.4.4 X-A Pseudomonas fluorescens - - - - 0,67
4.1.4.2.X-A Pseudomonas fulva 9,87 - 1,40
4.1.4.0.X-B Pseudomonas monteilli 6,50 + - - 1,43
4.1.4.1.X-A Pseudomonas monteilli 9,96 - + - 1,47
4.1.4.0.X-C Pseudomonas oleovorans 13,45 - - - 1,07
4.1.4.0.X-D Pseudomonas putida 15,87 - - - 1,50
4.1.4.2.X-B Staphylococcus epidermidis Nd - - - -
4.2.4.2.X-B Stenotrophomonas maltophilia - - - - 0,67
4.1.4.2.X-C Nd 12,23 - - - 1,53

®Producio de compostos inddlicos, incluindo auxina.

bSolubiliza(;z?lo de fosfato calculado através do indice de solubilizacao (IS).
‘Capacidade de realizar fixagio biologica de nitrogénio (FBN).

N&o determinado (Nd), positivo (+) e negativo (-).
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Ghosh et al. (2014) estudaram bactérias oxidantes de ferro isoladas de T.
angustifolia descritas como solubilizadoras de fosfato e produtoras de AIA e
sideroforos. A inoculacdo dessas cepas na macrofita aumentou a absorcéo de ferro
e propiciou aumento da biomassa vegetal. O fosforo (P) é segundo mineral mais
importante para nutrigdo vegetal, depois do N. Entretanto, a maior parte desse
elemento encontra-se insolavel no solo. Bactérias e fungos tém a capacidade de
liberar fosfato organico ou solubilizar formas insolaveis de fosfato inorganico,
viabilizando o crescimento da planta (Oteino et al., 2015). Em nosso estudo, todas
as cepas de Pseudomonas solubilizaram fosfato de calcio terciario, assim como
descrito por Oteino et al. (2015) e Hussain et al. (2013).

A partir dos testes realizados, foi possivel identificar que 27,5% dos isolados
de T. domingensis, 11 cepas, apresentaram todas as caracteristicas de promocao
do crescimento vegetal avaliadas. Foram eles: 4.2.5.0.X.1, 4.2.5.0.X.J, Enterobacter
asburiae (4.2.5.0.X.A e 4.25.0.X.B), Klebsiella pneumoniae (4.2.5.2.X.A e
4.2.5.4.X.A), Raoultella ornithinolytica (4.2.5.2.X.B), Serratia marcescens
(4.2.5.0.X.D e 4.2.5.2.X.C), Pseudomonas monteilli (4.1.4.0.X.B e 4.1.4.1.X.A).

Diversas espécies do género Pseudomonas e Enterobacter apresentam
caracteristicas de promocao do crescimento vegetal (Ahemad & Kibret, 2014).
Deepa et al. (2010) verificaram que a inoculacdo de E. asburiae em feijao-caupi,
aumenta o comprimento da raiz e da parte aérea, a biomassa, o nimero de raizes e
o diametro do caule das mudas (Deepa et al., 2010). P. monteilii isolada de trigo
solubiliza fosforo, potassio e zinco, produz AlA, giberelinas e sideréforos, e fixa
nitrogénio (Pandya et al., 2014; Verma et al., 2014). Plantas de milho inoculadas
com espécies de Pseudomonas apresentaram niveis mais altos de prolina, agucares
e aminoacidos livres, e niveis baixos de enzimas antioxidantes. Assim, estes
microrganismos protegem a planta do estresse hidrico e aumentam a biomassa
vegetal (Sandhya et al., 2010).

Ji et al. (2014) descreveram quatro cepas de Klebsiella pneumoniae isoladas
de arroz, produtoras de AlA e sideréforos, solubilizadoras de fosfato e que possuem
atividade antifingica. Sua inoculagédo na planta aumentou o peso fresco e seco da
parte aérea e da raiz (Ji et al., 2014). Esta espécie destaca-se ainda ela producao de
auxina e fixacdo biolégica de nitrogénio (Govindarajan et al., 2007; Sachdev et al.,
2009; Chaiharn et al., 2011).
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O sequenciamento do genoma de Serratia marcescens permitiu encontrar
genes com fungBes para biossintese de auxina e solubilizacdo de fosfato (Khan et
al., 2017). Cepas isoladas de coqueiro e abdbora fixam nitrogénio e produzem
sideroforos. Sua inoculacdo aumenta a biomassa vegetal, produzindo mudas mais
saudaveis (Selvakumar et al., 2007; George et al., 2013). Genes de promocado do
crescimento também ja foram identificados em R. ornithinolytica (Thijs et al., 2014).

O uso da interacdo plantas e microrganismos apresenta vantagens
econbmicas, sendo explorado na agricultura para incrementar a produtividade e
reduzir os custos com fertilizantes e pesticidas (Bastam et al., 2014). Por isso, a
maior parte dos estudos se concentra no potencial biotecnolégico da associacéo
entre plantas terrestres de interesse agrondmico com microrganismos benéficos (Li
& Ramakrishna, 2011; Naddem et al., 2014; Xun et al., 2015; Kong & Glick, 2017).
Bioinoculates estdo disponiveis no mercado para producdo de alimentos. No
entanto, os estudos sdo escassos no ambiente aquatico (Fidalgo et al., 2016;
Szymanska et al., 2016), ndo havendo bioinoculantes para plantas usadas no
tratamento de efluentes. Mas ja foi observado, por exemplo, que a bioaumentacéo
de Bacillus endophyticus, Paenobacillus macerans e Bacillus pumilus em Typha
latifolia promove o crescimento da planta e favorece a fitorremediacéo de Fe, Ni, Zn,
Cu, Cr, Pb e Cd (Tiwari et al., 2013). Plantas mais saudaveis, em maior quantidade,
captam mais substancias do ambiente, inclusive 0s contaminantes metalicos
(Vacheron et al., 2013). Logo, estudar a microbiota das plantas aquaticas usadas no
sistema de wetlands quanto a resisténcia a contaminantes deve aumentar a
compreensao dos mecanismos de interagdo, contribuindo para geracdo de novos

produtos e processos biotecnoldgicos para a indastria.

3.3 Resisténcia a cobre nos microrganismos associados a T. domingensis
Todos os microrganismos isolados foram avaliados quanto ao perfil de
resisténcia a Cu em meio sélido. Apenas trés isolados apresentaram CIM de 1 mmol
L™, a concentragdo mais baixa utilizada. Dezessete isolados apresentaram CIM de 3
mmol L™, outros seis de 5 mmol L™ e sete isolados de 7 mmol L™. As bactérias mais
resistentes pertencem ao género Serratia, com CIM de 9 e 11 mmol L™. As cepas de
Y. lipolytica destacaram-se, apresentando a CIM mais elevada, de 23mmol L™, muito

superior as bactérias estudadas (Tabela 4).
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Para crescer em elevadas concentragbes de metal, os microrganismos
precisam dispor de mecanismos de resisténcia. Bactérias possuem genes
especializados na detoxificacao intracelular de Cu. Os mais estudados sdo cue e
cus, envolvidos na detoxificacdo de Cu no periplasma; e cop, que atua no efluxo de
Cu do citoplasma (Solioz et al., 2010; Bondarczuk & Piotrowska, 2013). Espécies de
Serratia, Enterobater e Klebsiella isoladas do mar apresentaram perfil de resisténcia
entre 1 a 15 mmol L* (Cardak & Altug, 2014), semelhante aos resultados
encontrados no presente trabalho. Bactérias dessa familia Enterobacteriaceae
possuem também o gene pco, transmitido por plasmideo, que pode aumentar trés
vezes a resisténcia a Cu sobre os mecanismos endogenos (Staehlin et al., 2016).
Isso justifica que as cepas de bactérias isoladas de T. domingensis mais resistentes
a Cu pertencam a esse grupo.

Diferentes cepas de Enterobacter sp. isoladas de sorgo, com caracteristica de
promogéo do crescimento vegetal, apresentaram CIM entre 1 e 3,3 mmol L™ de Cu
(Li et al., 2016; Sharaff et al., 2017). Estas concentracfes sao pelo menos 50%
menor se comparado ao CIM obtida para as cepas do mesmo género isoladas no
presente trabalho. Ainda assim, essas bactérias foram utilizadas em ensaios de
biorremediacdo de cobre com efeitos promissores no aumento de biomassa vegetal

e na remocao desse metal (Li et al., 2016; Sharaff et al., 2017).

44



Cepa Espécie cim®
4.1.4.4.X-B Exiguobacterium indicum 1
4.1.4.2.X-B Staphylococcus epidermidis 1
4.1.4.2.X-C Nd 1
4.1.5.0.X-D Bacillus cereus 3
4.2.5.0.X-C Klebsiella oxytoca 3
4.1.5.0.X-E Pseudomonas alcaliphila 3
4.1.5.0.X-F Pseudomonas alcaliphila 3
4.1.5.0.X-I Nd 3
4.1.5.0.X-J Nd 3
4.2.4.1.X-A Aeromonas hydrophila 3
4.2.4.0.X-A Aeromonas hydrophila 3
4.2.4.2.X-A Aeromonas sp. 3
4.1.4.0.X-A Aeromonas veronii 3
4.2.4.4.X-A Pseudomonas fluorescens 3
4.1.4.2.X-A Pseudomonas fulva 3
4.1.4.0.X-B Pseudomonas monteilli 3
4.1.4.1.X-A Pseudomonas monteilli 3
4.1.4.0.X-C Pseudomonas oleovorans 3
4.1.4.0.X-D Pseudomonas putida 3
4.2.4.2.X-B Stenotrophomonas maltophilia 3
4.1.5.0.X-A Bacillus sp. 5
4.1.5.0.X-B Bacillus cereus 5
4.1.5.0.X-C Bacillus cereus 5
4.1.5.1.X-A Bacillus subtilis 5
4.2.5.2.X-A Klebsiella pneumoniae 5
4.1.4.4.X-A Bacillus thuringiensis 5
4.2.5.0.X-A Enterobacter asburiae 7
4.2.5.0.X-B Enterobacter asburiae 7
4.2.5.4.X-A Klebsiella pneumoniae 7
4.25.2.X-B Raoultella ornithinolytica 7
4.2.5.0.X-G Nd 7
4.2.5.0.X-I Nd 7
4.2.5.0.X-J Nd 7
4.2.5.0.X-D Serratia marcescens 9
4252X-C Serratia marcescens 9
4.2.5.0.X-H Nd 9
4.1.5.0.X-G Serratia sp. 11
4.1.5.0.X-H Nd 11
4.2.5.0.X-E Yarrowia lipolytica 23
4.2.5.0.X-F Yarrowia lipolytica 23

4CIM: Concentrag&o Inibitoria Minima.

PBactéria utilizada como controle negativo.
N&o determinado (Nd).

Tabela 4: Concentracao inibitéria minima de CuSO, dos microrganismos isolados de T. domingensis
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3.4 CIM de cobre para Yarrowia lipolytica

Como a levedura Y. lipolytica apresentou a CIM de Cu mais elevada, a cepa
foi selecionada para maiores investigacdes. Inicialmente, foram registradas
mudancas na colbénia na presenca de Cu, bem como nas células, quando
visualizadas ao microscopio. Na Figura 1A, pode-se observar que na menor
concentracdo de Cu utilizada, 1 mmol L™, ndo houve diferenca no tamanho da
colénia comparada ao controle. A partir de 5 mmol L™ houve reducdo no tamanho e
também foi verificada a producdo de pigmento de cor marrom claro, semelhante a
melanina, que deixou a colénia mais escura quando comparada ao controle. A partir
de 20 mmol L™ foram registradas apenas algumas pequenas coldnias individuais,
que desaparecem em 23 mmol L™* de CuSO, (Figura 1B).

Na microscopia 6tica, foi possivel observar que o Cu provocou alteracdes na
forma das células (Figura 1). Na auséncia de metal ndo foi observada diferenca
entre as células do centro e da borda da colénia, que apresentaram 0 mesmo
aspecto leveduriforme. Em 1 mmol L™, ja foram encontradas células aberrantes tanto
no centro como na borda das col6nias. Na concentracdo de 5 mmol L™, as células
do centro permanecem redondas, mas as da borda apresentaram aspecto alongado.
Em 10 mmol L™, foram observadas pseudo-hifas na borda da colénia, que n&o foram
encontradas no centro e podem representar uma resposta de resisténcia da
levedura. A partir de 15 mmol L™?, o estresse causado pelo metal aumentou o
tamanho das células, que passaram a ter um formato redondo tanto no centro
quanto na borda da colénia e as células da borda comecam a ter aspecto escuro e
granuloso(Figura 1A). Esse aspecto se mantém a partir de 20 mmol L™, ndo sendo
mais possivel diferenciar células do centro e borda devido ao tamanho reduzido das
colénias (Figura 1B).

Aparentemente, as células da borda da colénia sofrem mais do que as do
centro, como observado nas concentraces de 5, 10 e 15 mmol L™ de Cu (Figura
1A). A partir de 20 mmol L™ as células ja estdo bastante prejudicadas, em que n&o
se observa esse comportamento.Isto pode ocorrer porque as células do centro sdo
protegidas pelas células da borda, por algum mecanismo de quorum sensing, de
modo que o dano mais severo inicie na borda da colbnia (Palkova & Vachova, 2016).
Outro aspecto relevante, é que a borda da colonia deve ser o ponto onde ha mais

metal disponivel para a levedura, o que também justifica os resultados encontrados.
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0 mmol L >
20 mmol L ®

5 mmol L1 1 mmol L1
21 mmol L

22 mmol L

10 mmol L
23 mmol L

15 mmol L

Figura 1: Caracterizacdo morfolégica das colénias e das células de Y. lipolytica em concentracGes
crescentes de CuSO,, em meio sélido. A) OA representa as células retiradas do centro da colonia e o
* representa as células retiradas da borda da col6nia. B) Sem distincdo entre as células do centro e
da borda da coldnia. Microscépio com aumento de 400X.As setas indicam alterac6es causadas pelo
Cu nas células. A barra de escala representa 1 cm.

As leveduras sao consideradas organismos celulares Unicos, entretanto, sao
capazes de se diferenciar em tipos celulares especificos, adaptando sua forma e
fisiologia, comunicando-se através de quorum sensing no biofilme. A distribuicdo
espacial das células na colonia permite a formacdo de gradientes de nutrientes,
metabdlitos e moléculas de sinalizacdo, que podem participar da especializacédo
celular. As andlises da arquitetura interna e a diferenciacdo celular levaram a
identificag8o de caracteristicas que indicam a existéncia de diferentes estadios de
desenvolvimento em leveduras (Palkova & Vachova, 2016). Colbnias estruturadas
de biofilme de Candida e Cryptococcus spp. formam colunas compostas por células
ovais na parte superior e células filamentosas, incluindo pseudo-hifas e hifas, na
parte aderida. As células mais resistentes s&o formadas no inicio do
desenvolvimento de colénias em camadas superficiais, enquanto as células dentro
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da colbnia estdo incorporadas em uma abundante matriz extracelular que bloqueia a
penetracdo de diferentes espécies quimicas (Palkova & Vachova, 2016). Essas
adaptacdes estdo diretamente associadas as condicdes ambientais, especialmente
guando expostas a situacdes de estresse como ocorrido no presente trabalho.

Os fungos apresentam mecanismos diversos de adaptacdo a ions metélicos.
A mudanca de morfologia € um importante indicador de resposta ao estresse no
metabolismo (Morano et al., 2012). Y. lipolytica tende a sofrer transicdo dimérfica
sob estresses ambientais. Seu aspecto morfologico é de células ovais, entretanto,
células redondas tem maior superficie de contato para absorver nutrientes e,
consequentemente, ions metalicos que possam estar presentes no meio. Isso ocorre
porque o0 aumento do tamanho da sua superficie esta associado com o aumento da
capacidade de biossorcéo, por aumentar a area de contato da célula com o meio (Xu
et al., 2017), o que pode justificar a mudanca de células ovais para pseu-hifas
observadas no ensaio de CIM, quando a levedura foi exposta a Cu.

Além das alteracbes estruturais, foram observadas diferencas na
pigmentacao das colbnias expostas a concentracdes crescentes desse elemento. Ito
et al. (2007a) observaram a producao de melanina como mecanismo constitutivo das
células de Y. lipolytica atuante na detoxificacdo de Cu a partir de 6 mmol L™,
favorecendo sua deposi¢do na parede celular. A melanina € um composto fendlico
gue possui varios sitios de ligacbes com metais e por isso apresenta propriedades
antioxidantes. Este composto atua trocando elétrons, oxidando ou reduzindo metais,
0 que minimiza os efeitos téxicos desses contaminantes em Y. lipolytica (Até et al.,
2013) e pode ser o pigmento encontrado em nosso estudo.

Para avaliar melhor a resposta da cepa Y. lipolytica UENF-4.2.5.0.X.F ao Cu,
foram avaliados os efeitos do metal nas células em suspensdo. Como observado na
Figura 2A, da mesma forma que na condi¢cao de placa de Petri, 0 estresse causado
pelo metal provocou alteracdes na morfologia celular em 5,0 e 7,5 mmol L™. Foram
observadas mais células em fase de divisdo celular, com a presenca de brotos
ligados a célula mae. Além disso, o tamanho das células ndo foi homogéneo na
cultura, apresentando brotos com aspecto muito reduzido, apos 24 h de incubacéao
(Figura 2A). O aspecto morfolégico das células em 48 e 72 h devera ser avaliado,

para buscar mais modificagbes em resposta ao estresse.
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No ambito do crescimento, com 24 h de cultivo houve reducdo no nimero de
células em todas as concentracdes testadas quando comparado ao controle até
atingir a CIM em 10 mmol L™(Figura 2B). Com 48 e 72 h de crescimento, o resultado
foi diferente. O Cu na concentracédo de 1 mmol L™ foi utilizado como micronutriente,
estimulando o crescimento celular. J4 em 5 mmol L™ 0 nimero de células diminuiu, o
que ndo aconteceu em 48 h na concentracdo de 7,5 mmol L*. Apesar de a
concentracdo ser a mesma, 0 maior tempo de exposi¢cdo deve ter aumentado os

danos celulares, diminuindo o nimero de células apos 72 h.
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Figura 2: Efeito das concentracdes crescentes de CuSO, sobre o crescimento de Y. lipolytica. A)
Microscopia Optica das células de levedura apés 24 h inoculadas na presenca e auséncia de cobre
(aumento de 400x) e B) o efeito da inibicdo do cobre no crescimento da cultura, segundo Two-way
ANOVA (p=0,01).

Outros mecanismos moleculares tém sido descritos para a resisténcia ao Cu
em leveduras, mas poucos trabalhos séo relatados com Y. lipolytica. Garcia et al.
(2002) descreveu cepas de Y. lipolytica resistentes a CuSO, com CIM de 4 mmol L™,
apos 4 dias de incubacao. Esta concentracdo € mais de cinco vezes menor do que a
CIM obtida para a cepa Y. lipolytica UENF-4.2.5.0.X.F neste trabalho. O fator de
transcricéo responsivo ao Cu, YICRF1, foi relacionado a caracteristica de resisténcia
da levedura, e sua delecdo resulta em sensibilidade a esse metal (Garcia et al.,
2002). Metalotioneinas também foram identificadas nessas leveduras, atuando na
detoxificacdo de Cu. Cepas mutantes para o fator YICRF1 aumentam a expresséo
dessas proteinas em resposta a presenca do metal (Garcia et al., 2002). Strouh al et
al. (2003) mostraram que a producao de metalotioneinas também foi induzida em Y.
lipolytica pelo aumento da concentracéo intracelular de Cd?*, Ni?*, Co* e zn*.
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Entretanto estes mecanismos ainda nao foram determinados na cepa isolada no
presente trabalho.

O cobre também reduziu o crescimento de Y. lipolytica mhy 1-1 a partir de 2
mmol L™ e inibido em 8 mmol L. Somado a isso, foi verificado que na concentracéo
de 2 mmol L™ houve aumento da atividade de fosfatase &cida nas culturas da
levedura. Essa enzima é responsavel pela liberacdo de fosfato inorganico e participa
do efluxo intracelular de Cu ao mediar a formacdo de complexos de cobre-fosfato
(Ito et al., 2007b). Dessa forma, foi visto que Y. lipolytica mhy 1-1 acumula o excesso
de Cu na parede celular até a fase estacionaria, quando ocorre a extrusdo do metal
através dos complexos de cobre-fosfato (Ito et al., 2007c). Recentemente, Dil et
al.(2017) mostraram que o principal mecanismo utilizado por Y. lipolytica para captar
nao apenas Cu, mas também Hg e Pb é a biossor¢cdo. Neste processo, os poluentes
séo absorvidos e acumulados pelos microrganismos (Mani & Kumar, 2014).

A resposta dessa levedura jA& vem sendo estudada para outros metais,
incluindo ainda Zn, Ni, Co, Cr e Cd (Strouhal et al., 2003; Bankar et al., 2009;
Asfaram et al.,, 2016). Com isso, destaca-se que,Y. lipoytica UENF-4.2.5.0.X.F
isolada de T. domingensis tem elevada resisténcia a Cu, mas também deve ser
testada para outros contaminantes, apresentando potencial para ser utilizada como
bioinoculante em estacdes de tratamento de efluentes industriais do tipo wetlands,
pois além de resistir ao estresse por metal, possui propriedades promotoras do

crescimento de planta.

4 Concluséo

O isolamento e a identificacdo de 40 microrganismos com caracteristicas para
promover o crescimento vegetal permitiu a obtencdo de espécies cultivaveis que
podem gerar inimeras aplicagbes biotecnolégicas. O ensaio de CIM para Cu
permitiu identificar cepas resistentes a este metal, com destaque para Yarrowia
lipolytica UENF-4.2.5.0.X.F. Este & um organismo candidato a ensaios de interagéo
com plantas aquéticas, visando ganho de biomassa e remocdo dos metais de corpos

hidricos.
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CAPITULO 2

INOCULACAO DE Yarrowia lipolytica PROMOVE O CRESCIMENTO DE Salvinia
auriculata E REDUZ ESTRESSE CAUSADO POR COBRE
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RESUMO

A biorremediacdo € uma estratégia sustentavel para remover ou imobilizar metais do
ambiente aquatico, incluindo o cobre (Cu). Neste sentindo, espécies de plantas do
género Salvinia sdo indicadas para remediacdo de metais devido sua capacidade de
acumular Pb, Cd, Ni, Zn, Cr, Fe e Cu do ambiente aquatico. A eficiéncia desse
processo pode ser melhorada pela interacdo das plantas aquaticas com
microrganismos promotores do crescimento vegetal,que podem proteger os tecidos
vegetais do estresse causado pelo metal. Neste sentido, o objetivo do trabalho foi
avaliar o efeito da inoculagéo da levedura Yarrowia lipolytica UENF-4.2.5.0.X.F em
Salvinia auriculata quanto ao crescimento da planta e a remocao de Cu da solucao.
Foi observado que a presenca da levedura aumentou significativamente (p<0,05) o
peso fresco (11,5%); o peso seco (7,1%); o teor de clorofila a, e carotendides (20,9;
e 15,7%, respectivamente);e de nutrientes (22,7% para N, 26,7% para P, 26,7%
para S, 29,4% para K, 19,2% para Ca, 28,8% para Mg, 29,5% para Mn, 16,8% para
Cu e 19,2% para Zn ) na planta apds 4 dias de inoculacdo, em casa de vegetacao.
No experimento de remocg&o de cobre, a levedura minimizou os efeitos negativos
causados pelo metal nas células vegetais apos 8 dias de inoculacdo. Plantas
inoculadas com Y. lipolytica e transferidas para solucdo de cobre apresentaram
aumento significativo (p<0,05) de peso fresco (28,1%); de peso seco (26,3%); de
teor de clorofila a (22,9%) e clorofila b (27,7%), se comparado as plantas né&o
inoculadas sob estresse. Além disso, esta interacdo minimizou os efeitos negativos
causados pelo metal nas células vegetais, apresentando menor percentual de
extravasamento de eletrdlitos. Este € o primeiro estudo que avaliou o efeito da
inoculacdo de Y. lipolytica em S. auriculata. A partir dos resultados obtidos, foi
possivel obter uma levedura candidata a inoculante em sistemas de tratamento de
efluentes do tipo wetland, que pode tornar o processo mais eficiente para remocéo
de metais do ambiente aquético.

Palavras-chaves: Planta aquatica, promocdo do crescimento vegetal,
fitorremediacéo, absorcdo de nutrientes, tratamento de efluentes, bioinoculante
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1 Introducéo

O cobre (Cu) é um micronutriente essencial, que atua como cofator de
diversas enzimas (Gaetke & Chow, 2003). Devido a suas propriedades metalicas
apresenta diversas aplicacdes na industria e também é utilizado como fungicida no
controle de doencas de plantas. Entretanto, em excesso, esse metal se liga a
biomoléculas como proteinas, lipidios e &cidos nucleicos, independentemente do
seu estado de valéncia, causando desbalanco i6nico (Altimira et al., 2012). Por isso,
0 aumento da disponibilidadede Cu no ambiente € um problema, sendo necessario o
controle de seu despejo nos corpos hidricos (Abraham et al., 2017) e a remoc¢éo do
excesso desse elemento, pois os ions metalicos ndo sdo degradaveis e se
acumulam na cadeia tréfica, alcangcando microrganismos, plantas, animais e 0s
seres humanos (Diez et al., 2017).

Neste sentido, a biorremediacdo destaca-se como uma estratégia sustentavel
para remover ou imobilizar metais do ambiente aquético, utilizando plantas e a
comunidade microbiana. Essa técnica é alternativa aos processos tradiconais,
apresentando menores custos econémicos e ambientais (Mani & Kumar, 2014). Sua
aplicac@o oferece tratamento a efluentes domésticos e industriais, minimizando os
impactos negativos das atividades antrépicas. Para isso, as plantas
fitorremediadoras devem ser capazes de absorver, acumular ou transformar os
contaminantes, produzindo o maior volume de biomassa possivel (Zhang et al.,
2010).

Plantas aquaticas flutuantes pertecentes ao género Salvinia (Salvinaceae)
possuem alta taxa de crescimento e tolerancia a metais, por isso sao indicadas para
remocdo de contaminantes da agua (Rezania et al., 2016). Salvinia minina é capaz
de acumular chumbo, cadmio, niquel e zinco (lha & Bianchini Jr., 2015). Salvinia
natans pode acumular cromo, ferro, niquel, chumbo e cadmio (Dhir et al., 2011). As
espécies Salvinia biloba, Salvinia cucullata e Salvinia auriculata sdo resistentes a
cobre e capazes de acumular esse metal (Bizzo et al., 2014; Das & Goswami, 2016;
Freitas et al., 2016; Panfili et al., 2017).

Embora as plantas aquaticas tenham mecanismos de adaptacao para resistir
a contaminantes e até mesmo absorvé-los, a interagdo com microrganismos pode
melhorar a fisiologia das plantas sob estresse. Neste sentindo, a inoculacdo de

microrganimos promotores do crescimento vegetal exerce efeitos benéficos nessas
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plantas, através da i) fixacdo biolégica de nitrogénio, ii) solubilizacdo de minerais, iii)
producdo de fitormonios, e iv) resisténcia a metais (Srivastava et al.,, 2016). Foi
demonstrado que a bioaumentacdo de uma comunidade de bactérias endofiticas
nao identificadas em S. minima reduziu a concentracdo de Cu, Zn, Cr, Ni, Cd e Pb
na solucdo (Lindell et al., 2016). Entretanto,os microrganismos utilizados para
biorremediacdo ndo devem apresentar potencial patogénico, sendo necessério
conhecer e estudar a microbiota utilizada como bioinoculante (Bashan et al., 2014).

Recentemente, nés isolamos e identificados 40 microrganismo associados
com Typha domingenis que apresentaram caracteristicas de promocdo do
crescimento vegetal e resisténcia a cobre. Yarrowia lipolytica UENF-4.2.5.0.X.F
destacou-se pela capacidade de produzir inddis, solubilizar fosfato e apresentar alta
resisténcia a Cu (22 mmol L™ em cultivo sélido e a 7,5 mmol L™ em cultivo liquido).
Y. lipolytica é uma levedura ndo patogénica, com elevado potencial biotecnoldgico,
pois possui capacidade de biossorcdo de metais (Ni**, Zn?*, Hg**, Pb?* e Cu®") (Dil
et al., 2017; Wierzba, 2017), de degradacédo de 2,4,6-trinitrotoluene (TNT) (Khilyas et
al., 2017) e de compostos organicos presentes no petroleo bruto e fenois (Darvishi et
al., 2017).

Trabalhos recentes comprovam a eficacia da inoculacdo de bactérias e
fungos para promocao do crescimento de plantas aquaticas e remoc¢do de metais da
agua (Almeida et al., 2015; Saha et al., 2016; Irawati et al., 2017). Assim, nosSso
objetivo foi avaliar os efeitos da inoculagdo da levedura Y. lipolytica UENF-
4.2.5.0.X.F na promocdao do crescimento de S. auriculata e no processo de remocéao

de Cu da solucgéo.

2 Materiais e métodos
2.1 Cultivo de S. auriculata

S. auriculata foi obtida na Lagoa do Jacu, Campos dos Goytacazes, Rio de
Janeiro, Brasil, entre 21°43’10.49”S e 41°1949.68"W, em 2013. Desde entdo, as
plantas foram cultivadas em solucdo de Hoagland (composicdo em mmol L™: 6
KNOg; 4Ca(NO3)2.4H,0; 2 NH4H,PO4; 1 MgS0O,4.7H,0; 0,021 FEEDTA; 0,05 KCI; 0,25
H3BOs; 0,002 MnSO4.H,0; 0,002 ZnS0O,4.7H,0; 0,0005 CuS0,4.5H,0; 0,0005
Na;Mo00,4.2H,0) (Hoagland & Arnold, 1950) com ¥4 da forga ibnica, pH 6,0 + 0,2,em

casa de vegetacdo. Para os ensaios, as plantas foram aclimatadas por 7 dias nas

61



condi¢cBes descritas anteriormente em solucdo nutritiva, selecionando-se individuos

adultos saudaveis para a experimentacédo (Bizzo et al., 2014).

2.2  Preparo do inoculo e do metal

Y. lipolytica UENF-4.2.5.0.X-F foi cultivada em meio DIGS (composi¢cdo em g
L™: 2,0 glicose; 1,5 peptona bacteriolégica; 2,0 extrato de levedura; 0,5 K;HPO,; 0,5
MgS0,4.7H,0; 1,5 acido glutamico; 2,0 acido malico), em pH 6,0, sob agitacdo
constante de 175 rpm, a 30 °C. O inoculo microbiano, correspondente a 1 x 10’
células, em 1 mL de suspenséo celular, foi adicionado a solug¢do nutritiva nos vasos
contendo S. auriculata. A solucéo de 0,01 mmol L™ de CuCl, foi preparada segundo
Bizzo et al. (2014).

2.3 Ensaios de interagdo planta e microrganismo

Para avaliar o potencial de promocdo do crescimento de Y. lipolytica, a
unidade experimental foi composta por 1 g de planta inoculada em vasos contendo
500 mL de solucdo de Hoagland a % da forca i6nica e mantidas em casa de
vegetacao por 4 dias (Plantas + YL). A condicdo controle (Planta) ndo recebeu
adicdo do indéculo. Para avaliar a capacidade da levedura de reduzir o estresse
causado por cobre em S. auriculata, foi montado um novo ensaio e ap6s os 4 dias
de inoculacdo, as plantas foram transferidas para uma nova solucdo contaminada
com 0,01mmol L™ de CuCl,, por um periodo de mais 4 dias. Dessa forma, ap6s um
total de 8 dias em casa de vegetacdo, as seguintes condicbes foram avaliadas:
Planta; Planta + YL; Planta + Cu; Planta + YL + Cu. Foram realizados trés
experimentos independentes para ambos 0s ensaios, conduzidos em delineamento

inteiramente casualizado contendo cinco repeticoes.

2.4  Desenvolvimento de S. auriculata

O peso fresco (PF) das plantas foi medido ao final de cada experimento. Para
a determinacéo do peso seco (PS), as amostras foram secas a 60 °C por 96 h. O
conteido de agua das plantas (CA mL g™ PS) foi estimado usando a equac&o: CA =
(PF - PS)/PS.
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2.5 Determinacado de pigmentos fotossintéticos

A concentracdo de clorofilas (a e b) e carotendides foi determinada de acordo
com Wellburn (1994) para ambos o0s ensaios de promocéo do crescimento vegetal e
remocédo de Cu. Para tanto, apos o periodo em casa de vegetacédo, as plantas de S.
auriculata (50 mg de PF) foram colocadas em 5 mL de dimetilsulfoxido (DMSO),
utilizado como solvente orgéanico e mantidas no escuro, por 96 h. O extrato foi
determinado em espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de 480, 649 e 665

nm.

2.6  Extravasamento de eletrélitos

O extravasamento de eletrélitos, ions presentes no meio intracelular, foi
determinado como descrito por Hamed et al. (2007), sendo utilizado para inferir
possiveis danos de membrana nas plantas sob estresse por cobre. Brevemente, as
plantas de S. auriculata (300 mg PF) foram incubadas em 25 mL de agua ultra-pura.
As amostras foram mantidas em banho-maria a 25 °C por 3 h e depois a
condutividade elétrica inicial (CE;) foi mensurada. Entdo, as amostras foram
aquecidas por 20 min a 96 °C para liberacdo de todos os eletrélitos. Apos o
resfriamento, a condutividade elétrica final (CE,) foi verificada. O percentual de
extravasamento de eletrdlitos (EE) foi calculado de acordo com a equagédo: EE =
(CE1/CE,) x 100.

2.7 Determinagao do teor de nutrientes nas plantas

Para determinacdo de nutrientes um ensaio independente foi conduzido em
delineamento experimental inteiramente casualizado, contendo cinco repeti¢cdes, em
que 2 g de planta foram incubadas em vasos contendo 1000 mL de solucdo de
Hoagland a ¥ da forca idnica. A concentracdo de inéculo (1 x 10° células mL™) e de
Cu (0,01 mmol L™) foram mantidas para os ensaios de promocdo do crescimento
vegetal e remocao de cobre. Para quantificar N, o material vegetal (0,1 g PS) foi
submetido a digestdo sulfarica, e o extrato lido a 480 nm, por espectrofotometria
pelo método de Nessler (Jackson, 1965). Os demais nutrientes: P, K, S, Ca, Mg, B,
Zn, Mn, Mo e Cu foram quantificados por ICP-OES, apds digestdo com HNO;

concentrado e H,O, em sistema de digestado aberta de 0,1 g de PS de planta (Tsuji
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et al.,, 2017). O contetdo dos nutrientes nas plantas foi calculado com base no PS

total de amostra vegetal, em cada vaso, corresponde a sua unidade experimental.

2.8 Andlises estatisticas

Os dados do ensaio de promocao do crescimento vegetal foram analisados
pelo Teste t (p<0,05). Os dados do ensaio de remocédo de Cu e analise do contetdo
de nutrientes foram analisados por ANOVA (p<0,05), seguido pelo teste Tukey
(p<0,05), a fim de determinar as diferencas entre as condi¢cdes testadas. Os
resultados foram apresentados como média = desvio padrdo. Os testes estatisticos
foram realizados com o programa GraphPad Prism, verséo 5.0.

3 Resultados e discusséo
3.1 Y. lipolytica promove o crescimento de S. auriculata

O potencial de Y. lipolytica para promover o crescimento vegetal foi
demonstrado em S. auriculata. As plantas inoculadas (Planta + YL) com essa
levedura apresentaram um incremento significativo de 11,5% no PF (Fig. 1A) e 7,1%
no PS (Fig. 1B), apds 4 dias de incubacéo. Porém nédo houve diferenca no contetido
de agua, se comparado as plantas nédo inoculadas (Planta) (Fig. 1C). Logo, o ganho
de biomassa se deu por maior fixacdo de carbono, o que € corroborado pelo
aumento significativo no teor de clorofila a (20,9%) e carotenodides (15,7%) (Fig. 1D)
nas plantas inoculadas. Esses resultados comprovam que Y. lipolytica UENF-
4.2.5.0.X.F promove incremento de biomassa em S. auriculata na condi¢do testada.

A Y. lipolytica UENF-4.2.5.0.X.F foi descrita como promotora do crescimento
vegetal, pois é capaz de produzir compostos indélicos e solubilizar fosfato. Cogo et
al. (2018) demonstraram a producdo de auxinas em outra cepa dessa levedura. Da
mesma forma, Vassileva et al. (2000) descreveram essa espécie como
solubilizadora de fosfato inorganico (Vassileva et al.,, 2000). Sua aplicacdo como
inoculante associada ao fungo micorriza Glomus deserticola em tomate, aumentou o
PS e a absorcao de fésforo soltvel (Vassilev et al., 2001).

Entretanto, a inoculacdo de microrganismos em plantas aquaticas ainda €
uma estratégia pouco abordada em processos de biorremediacéo, visando o ganho
de biomassa para aumento de eficiéncia no tratamento de efluentes. Os poucos

estudos que trazem essa questdo utilizam, na sua maioria, a associacdo entre
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bactérias e plantas (Tsuji et al., 2017). Porém, os fungos também sdo capazes de
promover o crescimento vegetal (Fu et al., 2016). Fungos micorrizicos arbusculares,
fungos negros e leveduras sdo encontrados em associacdo com varias familias de
plantas aquaticas, incluindo a Salviniales (Almeida et al., 2015; Marins et al., 2017).
Entre os beneficios trazidos ao hospedeiro estd & melhora na absorgéo de nutrientes
pelas plantas, que é possivel devido & produgédo de fitormonios e a solubilizacdo de
minerais pelos fungos (Kumla et al., 2014). Além disso, a inoculacéo de leveduras
em plantas pode aumentar a absor¢cdo de metais pelo vegetal e reduzir o estresse

causado por estes contaminantes (Deng et al., 2012; Ramos-Garza et al., 2015).
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Figura 1: Efeito da inoculagéo de Y. lipolytica em S. auriculata. A levedura promoveu aumento de
peso fresco (A) e peso seco (B), entretanto ndo afetou a contetdo de agua (C) pelas plantas. Além
disso, houve aumento do teor de clorofila a e carotendides (D), segundo o Teste t (p<0,05)*. YL:
Yarrowia lipolytica, PF: peso fresco.
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3.2 Y.lipolytica protege S. auriculata do estresse causado por cobre

No intuito de verificar o efeito de Y. lipolytica UENF-4.2.5.0.X.F em S.
auriculata na presenca de Cu, plantas previamente inoculadas com a levedura foram
transferidas para uma nova solucdo contaminada com Cu. Como pode ser
observado na Figura 2A e 2B, na condicdo Planta + YL houve incremento de
biomassa de 21,4% de PF e 4,2% de PS, corroborando os dados obtidos no
experimento anterior e mostrando que o0 ganho pode ser superior ao encontrado, se
avaliado um periodo de maior tempo. J& o tratamento contendo 0,01 mmol L™ de
CuCl; (Planta + Cu) reduziu significativamente o PF(12,6%) e o PS (15,1%) quando
comparado ao controle (Planta).

Por outro lado, as plantas previamente inoculadas com a levedura e
transferidas para solucdo contendo o metal (Planta + YL + Cu) ndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao controle ndo inoculado (Planta) para PF e
PS, resultado igual ao encontrado no tratamento Planta + YL. Comparado ao
tratamento Planta + Cu, a levedura promoveu aumento de 28,1% de PF e 26,3% no
PS, o que mostra o efeito protetor da levedura sobre a planta em condi¢cdo de
estresse por metal (Fig. 2A e 2B).

Panfili et al. (2017) demostraram que 0,01 mmol L™*de Cu inibe em 15,6% a
producdo de novas folhas em S. auriculata apos 7 dias de estresse. Este resultado
estd de acordo com a reducdo do PF e PS observada no presente estudo. Em
Salvinia natans a concentracdo de 8 mmol L*de CuSO, reduz sua biomassa em
45,1%, apo6s 28 dias de ensaio (Barros & Henares, 2015). Em Salvinia molesta, 60
mmol L™ reduz o nivel de proteinas totais na biomassa seca, ap6és 10 dias de
experimentacdo (Holtra et al., 2015). Desta forma, € possivel verificar que a toxidez
de Cu em Salvinia esta associada com a concentracdo do metal na solucdo e o
periodo de exposicao.

Recentemente, Ndeddy Aka e Babalola (2016) identificaram Pseudomonas
aeruginosa, Alcaligenes feacalis e Bacillus subtilis, positivas para producéo de AlA,
fixac&o biologica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e resistentes a Ni, Cr e Cd. A
inoculacdodessas bactérias simultaneamente em Brassica juncea aumentou
significativamente o comprimento da raiz (40,3%), a altura da planta (31,4%), oPF
(30,7%) e 0 PS (16%) na presenca de0,1 mmol L™ de Ni, Cr e Cd . A inoculacéo de

Pseudomonas brassicacearum e Rhizobium leguminosarum promotoras do
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crescimento vegetal também atenuaram a toxidade do excesso de Zn em Brassica
juncea (Adediram et al., 2015). Efeitos semelhantes foram encontrados em nosso
estudo, comprovando que a inoculagdo de microrganismos promotores do
crescimento vegetal resistentes a metais protege as plantas aquaticas contra o0s
efeitos danosos desses contaminantes, promovendoo crescimento vegetal mesmo

em condi¢des de estresse.
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Figura 2: Efeito protetor da inoculacéo prévia de Y. lipolytica em S. auriculata em estresse por cobre.
Yarrowia lipolytica (YL) promoveu aumento de peso fresco (A) e peso seco (B) na presenca e
auséncia de cobre (Cu). A inoculagdo da levedura ndo aumentou o contelido de agua na auséncia do
metal (C), reduziu o dano oxidativo causado pelo Cu nas membranas celulares representado pelo
extravasamento de eletrdlitos (D) e aumentou o teor de clorofila (E) nas plantas. Médias seguidas de
letras iguais nao diferem entre si na mesma analise, segundo o Teste de Tukey (p<0,05).

Foi verificado que a presenca do metal aumentou (13,9%) o extravasamento

de eletrdélitos no tratamento Planta + Cu. Esse percentual foi menor na presenca da
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levedura (Planta + YL + Cu), retornando aos valores observados na condigéao
controle (Planta) (Fig. 2D). Esse resultado € semelhante ao encontrado por Bizzo et
al. (2014), que demonstrou aumento de 17% no extravasamento de eletrolitos em S.
auriculata sob estresse de 0,01 mmol L™ de Cu, apés 2 dias de ensaio. Das &
Goswami, (2016) demonstraram que a exposicdo de S. cucullata a 12 mmol L™ de
Cu aumenta significativamente a peroxidacao lipidica em 250% na raiz e 245% nas
folhas, avaliada através do conteudo de malonaldeido (MDA). Concomitantemente,
ocorre uma reducéo de 56,3% das proteinas solUveis na raiz e na folha das plantas
(Das & Goswami, 2016). Ja foi descrito que o aumento da produgcdo de ROS em
resposta ao estresse por metais provoca a peroxidacao de lipideos de membrana e
aumento do extravasamento de eletrélitos (Bajji et al., 2001). Dessa forma, é
possivel queY. lipolytica UENF-4.2.5.0.X.F atue reduzindo o dano oxidativo causado
pelo Cu nas plantas de S. auriculata. Entretanto, seria interessante avaliar o
contetdo de MDA e as proteinas sollveis nestas condi¢cfes para confirmacao dessa
hipoétese.

N&o houve reducdo no teor de clorofilas a, b e carotendides no tratamento
Planta + Cu. Bizzo et al. (2014) também né&o observaram diferencas significativas em
condi¢cdes semelhantes. Entretanto, houve aumento significativo no teor de clorofila
a (22,9%) e clorofila b (27,7%) nas plantas previamente inoculadas com Y. lipolytica
UENF-4.2.5.0.X.F e transferidas para solu¢do com 0,01 mmol L™ de CuCl, (Fig. 2E).
Assim,da mesma forma queno ensaio de promoc¢ao do crescimento, a inoculacao da
levedura aumentou o teor desses pigmentos, inclusive na presenca do metal, o que
justifica o incremento de PS (Fig. 2B). Somado a isso, 0s carotendides sao um tipo
de pigmento fotossintético acessorio que também atua como molécula antioxidante,
portanto maiores concentracdes de carotendides nos cloroplastos devem proteger
os PSI e PSII contra danos oxidativos causados pelo estresse com metal (Prado et
al., 2016).

3.3 Y.lipolytica aumenta a absorcao de nutrientes por S. auriculata

Ao quantificar os nutrientes na planta apés 4 dias de inoculagéo, foi possivel
determinar que a levedura aumentou de maneira significativa (p<0,05) a absorg¢ao de
macro e micronutrientes, utilizados para ganho de biomassa. O percentual de
aumento foi de 22,7% para N, 26,7% para P, 26,7% para S, 29,4% para K, 19,2%
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para Ca, 28,8% para Mg, 29,5% para Mn, 16,8% para Cu e 19,2% para Zn nas

plantas inoculadas, apoés 4 dias (Tabela 1).

Tabela 1: Efeito da inoculagéo de Y. lipolytica na absorcdo de nutriente em S. auriculata apds 4 dias.

Planta Planta + YL
Macronutrientes (mg vaso™)
N 9,49 £ 0,24 11,65+ 0,39 *
P 2,44 £ 0,04 3,10+0,13 *
S 0,91 + 0,03 1,15+ 0,04 *
K 8,83 £ 0,27 11,42 +0,40*
Ca 0,67 + 0,02 0,79 £ 0,04 *
Mg 0,62 £ 0,01 0,80 £ 0,03 *
Micronutrientes (ug vaso'l)
Mn 4,23+0,12 548 £ 0,21 *
B 16,99 + 2,24 19,61 + 5,26
Cu 3,67+0,11 4,29 +0,24 *
Zn 15,37 £ 0,52 18,83+ 0,55*
Mo 7,74 £ 0,25 8,42 +0,31

Médias significativamente diferentes (*), segundo o Teste t (p<0,05). YL: Yarrowia lipolytica

Apos 8 dias, da mesma forma, o conteudo de P, S, K, Ca, Mg, Mn, e Zn
permaneceram significativamente maiores nas plantas com Y. lipolytica, se
comparado ao controle (Tabela 2). Por isso, é possivel afirmar que o efeito da
levedura na promocdo do crescimento de S. auriculata se mantém ao longo do
tempo. Em contrapartida, plantas ndao inoculadas e mantidas em solucdo contendo
em 0,01 mmol L™ de CuCl, apresentaram reducdo significativa na absorcéo de S
(16%)K (27,1%) e Mn (15,8%) (Tabela 2). No presente trabalho, as plantas
inoculadas e transferidas para solucdo com Cu (Planta + YL + Cu) apresentaram
teores de macro e micronutrientes iguais ou superiores as plantas da condicdo
controle (Planta) como pode ser observado na Tabela 2. O ganho de biomassa com
aumento da absorcdo de macro e micronutrientes é mantido mesmo na presenca do
contaminante metalico. Resultados semelhantes também foram descritos em fungos

ectomicorrizicos (Kumla et al., 2014).
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Tabela 2: Efeito da inoculacéo de Y. lipolytica na absorcéo de nutriente em S. auriculata, apés 8 dias.

Planta Planta + YL Planta + Cu Planta + YL + Cu
Macronutrientes (mg vaso™)
N 23,33+2,95% 2595+095% 2041+1,32° 21,00+0,32°
P 6,18+095° 7,90+0,34% 519+0,86° 6,39+0,28"
S 266+034° 346+014% 233+0,30"™ 2,81+0,11°
K 23,87+3,32° 31,25+2,08% 17,41+2,62° 22,17+1,13"
Ca 1,93+0,30° 2,33+0,26% 1,58+0,15°" 1,68+0,10°
Mg 1,13+0,15° 1424006 1,23+0,14% 1,41+ 0,05 2
Micronutrientes (ug vaso™)
Mn 10,59 +1,09° 1295+0,97% 8,95+0,65"™ 9,79+0,48°
B 52,34+843°% 37,19+827% 4389+10,73%* 33,10+9,52°"
Zn 348+447° 41,42+132% 31,78+256° 3520+1,01°
Mo 14,35+1,88 1457+0,64  1575+0,70 14,59 £ 0,75

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si na mesma analise, segundo o Teste de Tukey
(p<0,05).

Oliva et al. (2010) verificaram que o excesso de Cu reduziu as concentracfes
de K, S, Mg, Mn, B na raiz de Erica andevalensis. Segundo estes autores, a reducao
de K esta associada ao aumento dos danos de membrana, devido a perda desse
elemento por extravasamento de eletrdlitos, assim como que foi observado em S.
auriculata na presenca de Cu. Em Lolium perenne, 0,2 mmol L™ de CuCl, também
provocou reducéao significativa de K (62,7%), Mg (14,9%), Fe (36,8%) e Zn (27,1%).
Considerando-se que os Mg, Fe e Zn contribuem para a sintese de clorofilas, a sua
reducdo esté associada a prejuizos no processo de fotossintese (Dong et al., 2013).

3.4 Remocéao de cobre pelainteracdo de Y. lipolytica e S. auriculata

A concentracao de Cu foi determinada na solugéo antes e depois de receber
as plantas nas condicdes testadas. Como pode ser observado na Figura 3A, a
concentracdo de Cu utilizada (0,01 mmol L™?) equivale a 635 ug L™ de Cu. Nesta
situacdo é evidente a capacidade de S. auriculata de acumular Cu, em que as
plantas retiraram 22,6% do metal da solugcdo. Todavia, ndo houve diferenca
significativa na remocao de Cu da solucéo entre as condi¢des ndo inoculado (Planta
+ Cu) e inculado com Y. lipolytica (Planta + YL + Cu)(Fig. 3A).

Na Figura 3B, é possivel observar o conteiddo de Cu nas plantas tratadas.
Nos tratamentos onde foi adicionado 0,01 mmol L™ de CuCl,, ndo houve diferenca
significativa na absor¢cdo de Cu pelas plantas incubadas na solucao (Planta + Cu),
se comparado as plantas inoculadas e incubadas na presenca do metal (Planta +

YL+ Cu). Nessas condicdes o conteudo de Cu foi de 164,94 e 183, 89 ug,
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respectivamente (Fig. 3B). Ainda assim, ha uma forte tendéncia no aumento de Cu
nas plantas inoculadas com Y. lipolytica, equivalente a 11,5%, o que em termo de
absorcéo € bastante substancial. Marchand et al. (2017) também obtiveram maiores
percentuais de remocao de cobre em areas plantadas com macrdfitas se comparado
a areas nao plantadas. Esses percentuais sdo maiores em &reas onde ha formacgéo
de biofilme microbiano. Entretanto, ndo houve diferenca significativa na remocéao
desse metal, segundo o indice de eficiéncia relativo ao tratamento (Marchand et al.,
2017). Dessa forma, ainda que estatisticamente ndo apresente diferencas, como a
levedura aumenta a biomassa de S. auriculata e reduz o estresse causado por Cu,
pode haver aumento da absorgcéo desse metal. No futuro, isso pode ser contornado

realizando um numero maior de repeticbes do experimento.
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Figura 3: Efeito de Y. lipolytica na remocao de cobre da solucdo (A) e absor¢éo por S. auriculata (B).
N&o houve diferenca significativa na remoc¢éo de cobre da solucdo entre a condicdo n&o inoculada
(Planta + Cu) e inoculada (Planta + YL + Cu), segundo o Teste t (p<0,05).

Frequentemente, plantas do género Salvinia tém sido avaliadas para
fitorremediacdo de cobre. Foi demonstrado que Salvinia cucullata é capaz de
acumular 3,8 mg g* de Cu em seus tecidos, quando exposta a 30 mg L™ desse
metal por um periodo de 21 dias (Das & Goswani, 2016). Salvinia molesta exposta a
8 mg L™ de Cu por 14 dias, absorveu 6,2 mg g*do metal (Barros & Henares, 2015).

7

Salvinia natans é capaz de acumular 40 vezes o teor de Cu em comparagédo a
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amostra controle, sem adicéo de metal na solucao, correpondente a 19 mg g™ de Cu
em peso seco, ao final de 14 dias (Holtra et al., 2014). Salvinia biloba testada para
1000 pg L™ de Cu foi capaz de absorver 814 pg g, também apds 14 dias (Freitas et
al.,, 2018). Porém, tem sido descrito que a acumulacdo de metais ocorre
majoritariamente nas primeiras 24 e 48 h de incubacédo com o metal (Miretzky et al.,
2004, Panfili et al., 2017).Esta caracteristica é relevante para ouso de Salvinia em
técnicas de fitorremediacdo, pois quanto menor o tempo necessario para remocao
de metais, mais eficiente o processo (Miretzky et al., 2004, Panfili et al., 2017).

Desta forma, a adicdo de um bionoculante tem elevado potencial para obter
essa resposta de forma mais rapida, e portanto, mais produtiva. Contudo, este é o
primeiro estudo que avaliou o efeito da inoculacdo de um microrganismo, Y.
lipolytica, em S. auriculata visando a promoc¢do do crescimento e fitorremediacéo.
Sao necessarios novos estudos para aprimorar 0 processo, mas 0s resultados
apresentados mostram que o uso dessa associacdo é uma estratégia promissora e

sustentavel para a remediacdo de ambientes contaminados.

4 Concluséo

A inoculacdo de Y. lipolytica promove o crescimento de S. auriculata, com
ganho de PF e PS, aumento do teor de clorofila a, b e carotendide, e aumento do
conteado de N, P, S, K, Ca, Mg, Zn, Cu e Mn. Essa associa¢cao também protege as
plantas da toxidez do Cu, reduzindo o estresse causado por esse metal nas células
vegetais, medido pelo percentual de extravasamento de eletrdlitos. Assim, foi
selecionada uma levedura promissora para o desenvolvimento de um bioinoculante

aplicavel a remocao de metais em estacfes de tratamento de efluentes.
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