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RESUMO

O solo € um habitat extremamente peculiar com relagdo a outros habitats terrestres
devido a sua natureza heterogénea complexa e dindmica. Os micro-organismos que
compde a biota do solo sédo variados em relacdo a espécies, destes organismos
podemos ressaltar as leveduras, que desempenham importantes funcées em muitos
ecossistemas e possuem elevado potencial de aplicacdo biotecnoldgica. Atividades
como a mineracao impactam de forma significante os biossistemas encontrados no
solo, através de seus residuos e subprodutos. Nesse contexto, o objetivo desse
estudo foi relatar como a diversidade de leveduras presentes em solos de areas de
mineracdo e areas do entorno sdo impactadas por metais pesados, assim como
estudar como a presenca de niquel, cobre e zinco impactam as diversas espécies de
leveduras isoladas destes solos. Dezenove isolados foram escolhidos para
representar a diversidade presente em solos oriundos de areas de mineracdo e
entorno. As leveduras foram submetidas a cultivo em placas de petri contendo
solucdes de cobre, zinco ou niquel em concentracdes de 1mM, 5mM, 10mM e 20mM.
Foi observado que a presenca de metais, de forma geral, afeta o crescimento das
leveduras de forma negativa, inibindo seu crescimento. O niquel, dentre os metais
estudados, foi aquele que apresentou menor toxicidade as leveduras estudadas.
Cryptocoocus podzolicus, Meyerozyma sp. e Lipomyces sp. foram leveduras que
toleraram as maiores concentracbes de cobre enquanto Pseudozuma sp. e
Debaryomyces sp. foram tolerantes ao zinco. Algumas leveduras apresentaram
modificagdes morfolégicas quando cultivadas em meio contendo concentragdes de
metais pesados. Os resultados foram interessantes para uma melhor compreensao
de como a presenca de metais afeta a microbiota dos habitats estudados, assim como
as leveduras identificadas como tolerantes podem ter o seu potencial biotecnoldgico

explorado frente a necessidades como recuperacao de areas degradadas.

Palavras-chave: leveduras; metais pesados; tolerancia; niquel; cobre; zinco.
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ABSTRACT

The soil is an extremely peculiar habitat in relation to other land habitats due to their
complex heterogeneous and dynamic nature. Microorganisms of the soil biota are
varied in terms of species, among these organisms, yeasts could be highlighted, and
these organisms play important roles in many ecosystems and have high potential for
biotechnological applications. Activities such as mining impact significantly bio-
systems found in the soil through their industrial waste and by-products. In this context,
the aim of this study was to report how the diversity of yeasts present in mining areas
of soil and surrounding areas are impacted by heavy metals, as well as study how the
presence of nickel, copper and zinc impact the various species of yeasts isolated from
these soils. Nineteen isolates were chosen to represent the diversity present in soils
coming from mining and surrounding areas. The yeasts were subjected to culture in
petri dishes containing solutions of copper, zinc or nickel in concentrations of 1mM,
5mM, 10mM and 20mM. It was noticed that the presence of metals, in general, affects
negatively the growth of yeasts, inhibiting its growth. The nickel, among the metals
studied, was the one who showed less toxicity to the studied yeasts. Cryptocoocus
podzolicus, Meyerozyma sp. and Lipomyces sp. were the yeasts that tolerate the
highest concentrations of copper, as Pseudozuma sp. and Debaryomyces sp. were
tolerant to zinc. Some yeasts presented morphological changes when cultured in a
medium containing heavy metal concentrations. The results were interesting for a
better understanding of how the presence of metals affects the microbiota of the
studied habitats, as well as yeasts identified as tolerant can have their biotechnological

potential explored according of the needs like the recovery of degraded areas.

Keywords: yeasts; heavy metals; tolerance; nickel; copper, zinc.



1 - INTRODUCAO

O solo é um complexo e dindmico sistema no que se refere as suas
caracteristicas bioguimicas, e é também um habitat em que ha grande diversidade de
micro-organismos desempenhando as mais diversas funcdes ecoldgicas. As intensas
acOes antrépicas, como construcdo de barragens, monocultura, um manejo mau
realizado e mineragdo impactam esses habitat, e na maioria das vezes, causam
efeitos deletérios, degradando a paisagem e afetando todos os ecossistemas que ali

existem, seja este no campo macro ou microscopico.

E sabido que os micro-organismos, como bactérias e fungos, desempenham
diversas fungcdes no solo, muitas vezes tendo sua presenga como um indicador da
qualidade destes solos. As interacdes intraespecificas e interespecificas destes
organismos muitas vezes ainda ndo € completamente compreendida, mas em
diversos casos ja foi observado que estes sdo necessarios para a manutencao desses
micro-habitats.

Dentro do universo destes micro-organismos, destacamos as leveduras, que
sdo fungos unicelulares, pertencentes ao Reino Fungi, pertencentes aos filos
Basidiomycota ou Ascomycota, podendo se reproduzir vegetativamente por

brotamento ou fisséo, ndo produzindo corpo de frutificacao.

Atividades das industrias de mineracdo geram um grande volume de sub-
residuos e rejeitos de metais pesados, que podem percolar no solo e afetar de forma
negativa todos os habitats ali presentes, incluindo os micro-habitats. Os metais
presentes no solo passam por processos de transformacdo que podem incluir
absorcao pelas plantas, utilizacdo por micro-organismos com aumento da biomassa
microbiana e transformagédo em formas livres. A biomassa microbiana pode estar

envolvida no processo de mineralizagao deste metal ou imobilizacéo.

As leveduras sdo conhecidas por desempenharem importantes funcées nos
ecossistemas em que habitam e ja sao utilizados largamente na industria alimenticia
e farmacéutica. Diante da necessidade em se recuperar paisagens e habitats
degradados pela acdo das mineradoras, as leveduras podem ser vistas como
eficientes agentes que por meio das suas caracteristicas bioquimicas, podem diminuir

ou ainda reverter os efeitos negativos relacionados aos disturbios antropicos.
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A acao dos micro-organismos, como as leveduras, sobre os metais tem sido
objeto de numerosos estudos, e j& vem sendo utilizadas como forma de
biorremediacado de paisagens degradadas. Sendo utilizadas principalmente em casos
de destoxificacdo do solo ou reestabelecer as caracteristicas normais de solos

impactos por metais pesados.

Compreender como o0s metais pesados impactam o microbiota do solo é um
importante passo para estabelecer relacdes entre a tolerancia das leveduras a estes
residuos. Leveduras que resistem a estas situacdes de estresse, muito provavelmente
sao portadoras de algum tipo de mecanismo de defesa. Leveduras identificadas como
tolerantes podem ser estudadas com a finalidade de se compreender melhor como
esses mecanismos de defesa atuam, e como podem ser utilizados no processo de

biorremediacéo de areas degradadas.

Com base nestes fatos, o0 objetivo deste trabalho € estudar o impacto geral de
metais pesados como niquel, zinco e cobre em leveduras isoladas de solos de
mineracdo e areas do entorno da mineradora VALE S.A. em Sabara — MG, assim
como estudar se existe, entre estas leveduras, tolerédncia a algum dos metais
estudados, com a finalidade de identificar aquelas que possam vir apresentar alguma
funcdo biotecnolégica no campo da destoxificacdo e recuperacdo de solos

degradados por residuos de mineracao.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Solo

O solo € um ambiente extremamente singular com relacdo a outros habitats
terrestres devido a sua natureza heterogénea complexa e dindmica. Até certo ponto
podemos observa-lo apenas como um substrato mineral, composto de particulas
minerais e espacos porosos, sendo caracterizado também pelas suas outras
caracteristicas fisico-quimicas como salinidade, pH, sua histdria geoldgica e pelo tipo

de mineral que o compde, dentre outros fatores.

Enquanto for considerado um substrato unicamente mineral, o solo tem sua
origem em diversos intemperismos externos (ar, agua, gelo) que erodem diversas
rochas e transportam estes sedimentos a grandes acumulos minerais, conhecidos
como bacias sedimentares. Quando essas bacias se estabelecem em regides planas
gue tenham uma condi¢cdo que proporcione uma protecdo geoldgica ou vegetal a
novos intemperismos e erosdes, o saprolito encontra condi¢des favoraveis a evolugao

por processos pedogenéticos, originando assim o solo (Teixeira, 2003).

Para haver a transformacdo de saproélitos em solo é necessario que exista
condicBes suficientes para que a biota se estabeleca, dando destague aos vegetais
superiores e aos micro-organismos autotrofos, que utilizam dos minerais ali presentes
como nutrientes, em maior ou menor escala, para desempenhar suas funcgdes vitais.
(Teixeira, 2003).

O Brasil é, em sua quase totalidade, pertencente ao dominio tropical, e devido
a sua histéria geologica é tido como um ambiente estavel desde o periodo cretaceo,
e por isso tem seus solos formados principalmente por interacdes climaticas. A
EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) tem um vasto
conhecimento sobre o solo brasileiro, com diversas publicacfes e constantes novos

estudos sendo realizados.

A classificacao do solo pode seguir diversos parametros e serem agrupados de
formas distintas, de acordo com o método utilizado. No Brasil, a EMBRAPA utiliza uma
classificagdo propria que divide os solos em: Neossolo, vertissolo, cambissolo,

chernossolo, luvissolo, alissolo, argissolo, nitossolo, latossolo, empodossolo,
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planossolo, gleissolo e organossolo; de acordo com suas propriedades biofisico-
quimicas. (Teixeira, 2003).

O perfil geologico de um solo é dividido horizontalmente devido as suas
caracteristicas biofisico-quimicas, cada extrato deste solo pode ser nomeado como:
Horizonte O: Solo mais superficial, contendo matéria organica recente, como restos
vegetais ou animais; Horizonte A: Se encontra imediatamente na zona inferior ao
Horizonte O. Solo muito escuro devido a sua riqueza em matéria organica
decomposta; Horizonte B: Ainda ha presencga de matéria organica, porém em pequena
escala, ainda hé residuos da rocha originaria; Horizonte C: Camada que ainda sofre
transformacdo de carater geoldgico, composta de bastantes residuos da rocha
originaria. A ultima camada sofre influéncia dos processos fisico-quimicos realizados
pela microbiota e pela rizosfera; Horizonte R: Rocha originaria ou Rocha-mée, que ao
ser submetida ao intemperismo, deu origem ao solo. (Brady & Weil, 2008).

Dependendo da finalidade que lhe € dada, o solo pode ser encarado com certa
distincdo. Enquanto para um gedlogo o solo pode ser apenas um conglomerado de
saprolitos provenientes de alteragdes das rochas na superficie, ou para um hidrélogo
apenas um material poroso que da suporte a corpos d’agua subterraneos. Aos olhos
das ciéncias da vida, o solo € um ambiente rico em nutrientes e oportunidades para
comportar diversas formas de vida. Enquanto agronomos o observam como substrato
vivo e dindmico, fundamental para o cultivo e manutencdo de vegetacdo, ja as
interacOes entre o0 solo e a microbiota ali presente podem ser o foco de estudo de
outras ciéncias, como a biologia. (Teixeira, 2003). Para o cientista do meio ambiente,
0 conjunto de todas essas perspectivas partindo de um ponto de vista das demandas
do homem, frente a sustentabilidade dos recursos minerais e naturais é a visdo mais

adequada.

2.2 — Ecologia do solo

Devido as suas caracteristicas, o solo se torna um ambiente ideal para a
presenca de diversas formas de vida, principalmente micro-organismos e vegetais,
gue utilizam de seus minerais como nutrientes e geram, utilizam e reciclam a matéria
organica presente. Este ambiente dinamico e complexo é o habitat ideal para diversos

micro-organismos, que mesmo diferentes em suas fungdes biologicas, vivem em
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constante interagcdo, onde as relagdes ecoldgicas sdo bastante estreitas, até mesmo
ao ponto de a auséncia da populacdo de um organismo poder afetar ou inviabilizar a
existéncia de outros, ou seja, grande parte das populacdes de organismos que vivem

no solo séo interdependentes. (Ogunseitan, 2005).

O micro-habitat € uma parcela do solo que devido suas caracteristicas, abriga
diversos micro-organismos vivos que se tornam interdependentes e que devido suas
funcdes bioquimicas, constantemente modificam este mesmo habitat. Os micro-
organismos presentes no solo também interagem com a rizosfera, muitas vezes
tornando acessiveis nutrientes como nitrogénio ou fosforo, que em grande parte das
vezes € encontrado no solo em forma indisponivel para as raizes de vegetais

superiores.

O solo e sua microbiota desempenham algumas funcdes indispensaveis para
a manutencao das cadeias ecoldgicas dos ecossistemas, dentre estas: Fornecer aos
vegetais superiores nutrientes que estdo em formas indisponiveis, proporcionando
assim condicdes ideias para a manutencédo destes; mobilizacdo e imobilizacdo de
nutrientes no solo, participando assim do ciclo hidrolégico; Decomposi¢do de matéria
organica, assim tornando o solo um habitat dindmico e com grande oferta de
nutrientes; Substrato pra inimeras formas de vida, dentre elas vegetais, animais,
bactérias e fungos; Captacao e liberacao de diversos gases, tendo assim participacao
na composicao da atmosfera. (Ogunseitan, 2005).

A diversidade de micro-organismos presente em um solo pode modificar suas
caracteristicas, assim como o tipo de matéria presentes neste pode afetar as funcdes
bioguimicas dos organismos nele presentes, esse tipo de interdependéncia faz com
gue o solo seja visto como um sistema heterogéneo e dindmico. Existem ainda outros
fatores que também tem influéncia nessa dinamica, como: clima, precipitacéo,
atividades antropogénicas, déficit de nutrientes, entre outros. (Andreola & Fernandes,
2007).

2.3 — Solos e depésitos minerais

A expressdo recursos minerais qualifica materiais rochosos que efetiva ou

potencialmente possam ser usados pelo ser humano. Costumeiramente, representa
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desde porc¢des relativamente restritas até grandes massas de crosta terrestre e a
propria rocha ou um mais de seus constituintes — minerais, elementos quimicos

especificos — despertam um interesse utilitario. (Teixeira, 2003).

Um depdsito mineral € uma regido onde ha uma concentragéo de certo recurso
mineral de em niveis acima do encontrado normalmente. Embora tenha sua origem
nos mesmos processos ordinarios que formam outros sedimentos e o0s solos,
depdsitos minerais tem grande importancia econémica devido a facilidade de remocéao
de dado minério, e seu valor pode ser elevado dependendo da raridade, ou
disponibilidade do mineral na crosta terrestre. Minério neste ponto € definido como
uma rocha da qual podem ser economicamente obtidas uma ou mais substancias
Gteis, 0s minérios ainda podem ser designados como minérios metalicos e minérios
ndo metalicos, conforme possam ser ou nao fontes de substancia metélicas ou,
também, tenham ou ndo em sua composicdo minerais Uteis de brilho metalico.
(Teixeira, 2003).

De acordo com suas caracteristicas, localizagdo, concentragdo e valor
econdmico, 0s minérios metalicos podem ser extraidos de um depdsito, o ponto onde
a extracao é realizada se denomina mina. Conforme o metal é extraido sdo obtidos
dois diferentes produtos, o minério concentrado e o rejeito. O minério concentrado é
aquele em que devido suas caracteristicas fisicas e concentracdo do mineral Gtil esta
apto a ser utilizada pela industria, tendo assim um valor econdmico. O rejeito € uma
parcela da extracdo que nao € utilizada pela inddstria e muitas vezes é descartada em
regides préximas as minas, esse tipo de descarte muitas vezes é relacionado com a
visdo de que o solo pode assimilar esse material de forma infinita. Os metais toxicos
sdo considerados um dos maiores poluentes de solos e aguas (Jaques et al., 2007,
Costa et al., 2008). Efeitos de intemperismo podem transportar esses rejeitos, o que
leva a um processo de contaminagéao das regides do entorno, no solo estas interacoes
podem acontecer de diversas formas e podem se dar por reacbes como absorcéo,
dessorcdo, complexacéo, dissolucéo, oxirreducao, entre outras. (Morgan & Stumm,
1991).

Tendo em vista que o solo € um ambiente dindmico e heterogéneo, as reacdes
causadas pela interacdo com rejeitos de mineragédo impactam toda a estrutura fisica
e bioquimica de um solo, afetando de forma direta toda a biota encontrada neste

habitat, em maior ou menor intensidade, porém muitas vezes sdo impactadas de
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forma negativa, o que pode acarretar em ter suas funcdes ecoldgicas afetadas ou

interrompidas.

2.4 — Micro-organismos no solo

O solo, devido as suas caracteristicas funciona como habitat para organismos
de distintos reinos, que exercem sua funcdo ecoldgica ao lado de diversos outros
individuos das mais variadas espécies. O solo, como habitat, pode abrigar animais
invertebrados, anelideos, nematoides, além de uma infinidade de micro-organismos

gue desempenham as mais diversas fungées nesse complexo sistema.

Um solo comum pode conter milhBes de micro-organismos por cada grama,
embora apenas 1% destes possam ser cultivados (Tortora et al, 2010). Devido a este
fenbmeno, se torna mais complicado o estudo detalhado da maioria das espécies, o
gue acarreta que grande parte dos micro-organismos do solo ainda ndo puderam ser

caracterizados e identificados com preciséo. (Torsvik & Ovreas, 2002).

Cinco grupos sao pertencentes aos que se conhece como micro-organismos,
sendo actinobactérias e bactérias, organismos procarioticos enquanto algas, fungos e
protozoarios organismos eucarioticos. E estimado que existam cerca de 10 mil
espécies de organismos de procariotos no solo, enquanto esse numero pode superar

1,5 milhdes para eucariotos. (Swift et al, 2008).

O conjunto de micro-organismos que coexiste em determinada porcéo de solo
€ conhecido como microbiota, enquanto a regido espacial onde estes realizam suas

funcdes ecoldgicas é chamada de micro-habitat. (Moreira & Siqueira, 2006).

Os micro-organismos desempenham func¢des vitais para o funcionamento de
um solo saudavel, fazendo parte de importantes ciclos de nutrientes, como o ciclo do
carbono, nitrogénio, enxofre e fosforo. Bactérias fixadoras de nitrogénio se associam
a raizes vegetais, disponibilizando assim esse nutriente para a planta. Fungos
também exercem funcdo similar em plantas, por meio de uma associagado simbidtica
conhecida como micorriza, sendo fosforo o nutriente disponibilizado em maior

guantidade.

As leveduras também apresentam papel importante no solo, agindo também na

decomposicao e reciclagem de nutrientes. Muitas vezes, por terem um metabolismo
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distinto ao de outros micro-organismos, leveduras podem sobreviver e continuar
realizando suas func¢des ecoldgicas em ambientes que sdo hostis para bactérias.
(Tortora et al, 2010).

2.5 - Leveduras

Leveduras séo seres eucariotos, nao filamentosos, pertencentes ao reino
Fungi, sdo heterotréficos que se alimentam através da secrecdo de enzimas
extracelulares capazes de digerir complexos compostos organicos, tém membrana
celular e uma parede celular rigida formada por quitina, assim como é a caracteristica
geral dos fungos. Tipicamente tém formato esférico ou oval. Diferenciam-se de outros
fungos por serem unicelulares, se reproduzem assexuadamente por brotacdo ou

fissdo binaria e por ndo formarem corpos de frutificacdo (Kurtzman & Fell, 1998).

FIGURA 1 — Saccharomyces cereviseae

(Fonte: Bob Blaylock, 2010. Creative Commons)

Leveduras de brotamento, como a Saccharomyces sp., se dividem formando
células desiguais e podem gerar mais de 24 células filhas por brotamento, quando um

broto ndo se separa fisicamente de outro € gerada uma estrutura conhecida como
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pseudo-hifa, como é o caso da Candida albicans. Leveduras de fissdo, como € o
exemplo da Schizosaccharomyces sp., se dividem formando células iguais. Ja a
reproducdo sexuada é feita por células especiais chamadas esporos. (Tortora et al,
2010).

As leveduras podem pertencer a dois diferentes filos dentro do reino fungi,
Basidiomycota e Ascomycota, e sua caracterizacdo vem do tipo de esporo que estas
leveduras produzem em sua fase sexuada. Ha ainda aqueles fungos que apresentam
duas fases, uma fase de levedura, que se reproduz por brotamento, e uma fase
filamentosa e muitas vezes a mudanca de comportamento destes fungos esta
associada a mudancas no habitat que estdo presentes, como temperatura,
disponibilidade de COz2, dentre outros. (Madigan et al, 2003).

E sabido que as leveduras exercem importante papel ecolégico dentro de seus
micro-habitats devido a seu modo de crescimento, que é induzido quimiostaticamente
em direcdo a fontes de carbono disponiveis e seu sistema de biodegradacao realizado

por enzimas extracelulares. (Chander et al, 2004).

De acordo com Cordazzo (2000), leveduras muitas vezes realizam crescimento
anaeroébico facultativo e usam outro composto organico ou ions inorganicos como
aceptor final de elétrons, essa caracteristica da a levedura uma grande capacidade
adaptativa e € um dos principais processos que tornam a biodegradacédo de alguns
xenobidticos e metais. Ao secretarem estas enzimas séo iniciadas reacdes de
oxirreducao para que assim as leveduras possam absorver os ions necessarios para

0 seu desenvolvimento.

2.6 — Leveduras no solo

O solo funciona como substrato onde leveduras podem encontrar todos os
nutrientes e condicbes necessarias para o seu desenvolvimento, realizando assim
suas funcgdes ecoldgicas ao interagir com outras formas de vidas que, de forma direta
ou indireta, fagcam uso dos recursos disponiveis no habitat colonizado por estes micro-

organismos.

Em um grama de solo podem existir nenhuma como milhares de células de

leveduras. Muitas vezes as espécies existentes na superficie, sejam associadas e
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plantas ou outras formas de vida, podem também serem encontradas no solo, porém
algumas espécies sdo endémicas deste micro-habitat. (Slavikovd & Vadkertiova,
2003).

Solo saudaveis como solos tropicais ou ainda aqueles que sdo usados para
cultivos de espécies vegetais, podem apresentar um nimero de células de leveduras
superiores a 100 mil por grama de solo (Dias & Schwan, 2010). Como a maior
atividade microbiana acontece nas regides mais superiores do solo, onde ha grande
oferta de nutrientes provenientes de matéria organica, esta é a regido onde ha maior
concentracéo de células de leveduras, porém estas podem ser encontradas em menor
guantidade em regifes mais profundas, devido ao fluxo de agua, que pode transportar

0S nutrientes necessarios para a manutencéo destas colénias. (Madigan et al, 2003).

E constatado que existe uma relacgéo direta entre a disponibilidade de nutrientes
como nitrogénio e carbono e a quantidade de células de leveduras presentes no solo.
Leveduras também podem agir promovendo o crescimento vegetal ao colonizarem a
rizosfera e interagirem de forma direta ou indireta com as plantas. Leveduras também
podem proteger a superficie das plantas, frutas ou folhas, colonizando-as e agindo

como defensivos a fitopatégenos. (Botha, 2011).

As colbnias de leveduras presentes no solo, apesar de apresentarem uma
resisténcia superior quando comparadas a outros organismos, como alguns
procariontes, € bastante sensivel a variacdo de alguns fatores como: umidade,
disponibilidade de nutrientes, pH, clima, ou ainda de uma possivel contaminacéo que
possa afetar as caracteristicas fisico-quimicas do solo. No entanto estes organismos
desenvolveram diferentes estratégias para sobreviver nestes ambientes toxicos,

muitas vezes contaminados por metais pesados. (Ogunseitan, 2005).

2.7 — Leveduras em solos de mineracao

A diversidade de leveduras pode alterar de forma expressiva a composi¢ao do
solo da mesma forma que a os materiais que constituem o solo podem afetar as
funcBes bioquimicas das leveduras ali presentes. A acdo antrépica frequentemente €

a principal razdo na qual diversos poluentes sdo encontrados no solo, esses
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xenobibticos muitas vezes sado ricos em metais pesados, proveniente de rejeitos da

indUstria mineradora.

Alguns metais sdo considerados como micronutrientes do solo, este nome se
refere as pequenas quantidades utilizadas para realizarem suas fungdes metabdlicas.
Micronutrientes podem ser classificados como essenciais, como € o caso do zinco,
cobre, ferro e outros e como benéficos, como € o caso do niquel, silicio e cobalto.
(Giracca & Nunes, 2016).

E estimado que pelo menos um terco de todas as proteinas presentes na
biosfera sdo metaloproteinas e varios metais sdo comumente encontrados associados
a fisiologia de micro-organismos em pequenas concentra¢des. Embora calcio, fosforo,
sbdio, ferro, molibdénio, manganés, magnésio, cobre, zinco, cobalto, niquel,
tungsténio e aluminio sejam conhecidos como micronutrientes do solo, altas
concentracdes destes se tornam tdxicos, pois muitas vezes a proteina a qual se ligam

nao funciona adequadamente. (Ogunseitan, 2005).

Para cada ligacéo benéfica, ha pelo menos 2 outros metais que podem realizar
a mesma ligacdo ao custo de inviabilizar o funcionamento adequado da proteina.
Leveduras e bactérias evoluiram em meio a necessidade de proteger o interior de
suas células e ainda desenvolveram modos de desintoxicar metais que ndo podem
ser mantidos externamente. Estas células evoluiram a ponto de conseguir realizar
uma homeostase dos metais, a ponto de manter apenas quantidades vestigiais em
seu interior, suficientes para realizar suas funcdes metabdlicas ao mesmo tempo que
evitam a saturacao de algum elemento que possa ser toxico em maiores quantidades.
(Ogunseitan, 2005).

Segundo Mariano da Silva et al (2007), mesmo em condi¢cdes nao toxicas,
leveduras que crescem em ambientes ricos em metais, tendem a ter uma
concentracéo superior destes elementos em seu interior, quando comparadas a outras

células.

E sabido que o acimulo de metais no interior dos vactolos pode desequilibrar
0 metabolismo da célula, que perde alguns ions essenciais, como o Ca%* e Mg?* para
0 meio extracelular. Outro efeito conhecido de altas concentragcdes de metais pesados

€ a inibicao do transporte de acucar no interior da célula. (Blackweel, 1999).
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O zinco € o 30° elemento da tabela periodica, é sabido que este metal, quando
em pequenas quantidades, é um micronutriente essencial para o solo e participa de
diversas funcdes enzimaticas importantes, no entanto, como € a regra geral para
metais, altas concentracfes desse metal podem competir por ligacdes com proteinas

no interior das células de leveduras e alterar o seu metabolismo.

Akihito Kamizono (1989) conseguiu identificar e isolar um fragmento de
gene(ZRC1) dalevedura S. cerevisiae que confere as proteinas do tipo Metalotioneina
(MT’s) presentes no citosol de células eucaridticas uma defesa natural contra os
metais zinco e cadmio. Foi verificado que leveduras que tiveram esse fragmento
alterado se tornaram sensiveis a estes metais enquanto aquelas que o tinham
sobreviveram a concentracdo de 40mM de Zn?*, concentracdo letal as células

alteradas.

O cobre, metal de transicédo e 29° elemento da tabela periddica, € também um
micronutriente essencial do solo e necessario para realizar funcbes enzimaticas

essenciais para a celular de levedura.

Cobbet e Goldsbrough (2002) também relacionaram a tolerancia de leveduras
S. cerevisiea a acdo de MT’s presentes no citosol, essas proteinas sdo capaz de
regular o transporte e manter em niveis aceitaveis a concentracdo de ions de cobre
no interior das células, ndo causando assim uma alteracao prejudicial no metabolismo

destas leveduras.

Fitoquelatinas, assim como as MT’s, sdo substéncias que se ligam a ions
metalicos e os transportam no interior da célula de levedura até o complexo de golgi,
onde proteinas que carecem de cobre tem acesso a esse ion e podem realizar sua
funcdo assim evitando que estes ions livres se bioacumulem em vacuolos. H4 uma
relacdo direta entre a presenca destes compostos realizarem ligacées aos ions de
metais pesados e a tolerancia que algumas plantas e leveduras apresentarem aos
mesmos. (Cobbet & Goldsbrough, 2002).

O niquel € um 28° elemento da tabela periddica, este metal frequentemente é
encontrado no solo por consequéncia de residuos de atividades mineradoras ou
industriais. A concentracdo média de niquel em um solo comum varia de 20 a 40ppm,
porém concentracdes acima de 127ppm ja foram encontradas em terras roxas, no

estado de S&o Paulo. (Mariano-da-Silva, 2007).
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A absorcdo do niquel pelas leveduras depende de aclUcares e de um
metabolismo ativo. As moléculas de metal sdo levadas por proteinas transportadoras
de cations através do citosol das células de leveduras até serem ligadas a

metaloproteinas em seus vacuolos. (Brady & Duncan, 1994).

A levedura S. cerevisiae, quando em presenca de niquel, acumula grandes
concentracbes deste metal em seu interior, afetando assim o equilibrio de outros
nutrientes, isto acontece devido a auséncia de algum mecanismo que possa manter
esse metal no exterior de sua célula. H4 uma relacéo direta entre concentractes de
niquel e o crescimento e viabilidade de células de leveduras presentes no solo sendo
gue estas células mostram grande grau de perturbacdo de seus metabolismos na

presenca deste metal. (Mariano-da-Silva, 2007).

Segundo Fomina et al (2000), fungos podem apresentar, em sua morfologia,
mudancas induzidas por altas concentracdes de metais pesados no solo, como é caso
das espécies Geotrichum candidum, Gliocadium roseum, Humicola grisea e
Trichoderma viride que apresentam mudancas morfolégicas quando crescem na
presenca de cadmio e cobre. Leveduras Cryptococcus sp. apresentaram mudanca
como distorcdo de sua parede celular e também o encolhimento da mesma, na
presenca de cadmio enquanto zinco e chumbo provocaram depressdes em sua

parede celular. (Singh et al, 2013)

De acordo com Melo e Azevedo (2008) uma forma que fungos e leveduras
desenvolveram para resistir a ambientes com altas concentracdes de metais é pela
adsorcado destes metais na superficie de sua parece celular, processo este conhecido
como biossor¢do. Outra forma também de lida com os metais que ndo podem ser
mantidos no exterior das células é bioacumula-los em organelas ou liga-los a outras

proteinas do seu interior celular.

O fungo Phanerochaete chrysosporium, também conhecido como fungo da
podriddo branca, é reconhecido pelo seu papel no ciclo do carbono, este organismo
também esta ligado a degradacao dioxido de carbono e lignina. Devido a similaridade
molecular entre a lignina e alguns poluentes, como bifenilas e diésteres, o sistema
enzimatico destes organismos tem sido estudo devido a sua capacidade de degradar
outros compostos toxicos. (Balan & Monteiro, 2001). O fungo Phanerochaete
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chrysosporium, foi o primeiro organismo conhecido capaz de biodegradar a resina

fenol-formaldeido. (Gusse et al, 2006).

De acordo com Sayer e Gadd (2011) e Zinkevich et al (1996), micro-organismos
como fungos produzem uma série de compostos como acidos organicos simples,
alcoois, macromoléculas, polissacarideos e acido falvico, mucopolissacarideos e
proteinas, e esses compostos atuam como ligantes a metais. Devido a essas
caracteristicas os fungos tém sido amplamente usados como removedores de metais

de aguas e solos.

2.8 — Leveduras e aplicacfes biotecnoldgicas

Por mais que o interesse em verificar os efeitos deletérios e pensar em solucdes
para descontaminacdo dos solos agredidos por rejeitos de mineracdo seja algo
relativamente novo, algumas solugdes ja sao conhecidas, e algumas delas necessitam
do conhecimento da diversidade de micro-organismos no solo, e de como essa

microbiota se relaciona com este habitat.

Micro-organismos desempenham importantes fun¢cées na manutencao de seus
habitats. No solo muitas vezes sdo de extrema importancia para a presenca de
organismos mais complexos, como plantas superiores. Fungos sdo conhecidos
largamente pelas fungbes de transformar e disponibilizar nutrientes, principalmente
fésforo, para outros organismos que coexistam em seus habitats, outra importante
funcdo de fungos é degradar matéria organica e disponibilizar seus produtos como
nutrientes. Uma funcdo menos conhecida, porém de grande importancia para seu uso

biotecnolégico é a interacdo destes fungos com metais pesados, absorvendo ou

complexando-os, tornando assim seus efeitos menos danosos ao solo.

O processo conhecido como mineralizagdo, funciona com a substituicdo ou a
modificacdo de um grupo funcional, ou pela destruicdo da molécula, e tem como
produto final sais inorganicos, além de CO2 e agua, este processo também acontece

durante o processe de biodegradacéo de contaminantes. (Buratini 2008),

Leveduras isoladas de agua e solo tem apresentado resultados positivos
guanto a sua capacidade em tolerar diferentes concentracdes dos metais pesados:

Zinco, cobre, nigquel e cadmio, gerando expectativas otimistas no que sugere 0 uso
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destas na biorremediacdo de &reas afetadas extracdo de minérios. (Vadkertiova &
Slavikova, 2006).

De acordo com Fidalgo (2011) algumas leveduras do género Cryptococcus,
isoladas de ambientes ricos em enxofre, apresentam certa resisténcia e sobrevivéncia
em ambientes ricos em metais pesados como arsénio, cadmio, cobre e zinco. Os

mecanismos de defesa podem variar dependendo da espécie e estirpe analisada.

Rejeito da destilacao fracionada do caldo-de-cana fermentado na producgéo de
etanol, a vinhaga é rica em compostos minerais tais como célcio, zinco e enxofre e
apresenta um efeito protetor sobre a espécie S. cerevisiae, diminuindo os efeitos

negativos quando cultivada na presenca de cadmio (Mariano-da-Silva & Basso, 2004).

Algumas técnicas de biorremediacédo de solos também carecem da presenca
de leveduras, dentre estas as mais conhecidas sendo a bioestimulacdo e a
bioaumentacao. Bioestimulacao é o processo onde nutrientes organicos e inorganicos
séo adicionados ao solo contaminado, com a finalidade de se estimular a atividade de
micro-organismos degradadores. (Jaques et al., 2007). Nitrogénio e fosforo sdo os
mais importantes nutrientes associados a degradacdo de metais por fontes
microbianas. (Baptista et al., 2003). E sabido que esses nutrientes tem forte relacio

com bactérias e fungos, respectivamente.

Bioaumentacdo é a técnica que usa a inoculacdo de micro-organismos, que
tem suas funcdes de degradacao de materiais poluentes em solos contaminados. Os
micro-organismos podem ter sido amplamente estudados e selecionados para se
desenvolverem em altas concentracfes de determinados nutrientes, com a finalidade

de metabolizar distintos produtos. (Tortora et al, 2010).

Devido a sua maior resisténcia a metais toxicos em comparacdo a outros micro-
organismos, fator que colabora para o seu crescimento e desenvolvimento nessas
regibes hostis, fungos tem proporcionado resultados satisfatérios na remocéo de

metais que contaminam o meio ambiente. (Collins & Stotzky, 1992).

Ter um conhecimento de como as leveduras se relacionam com o habitat, e
como reagem na presenca de uma grande concentracdo de um metal € um fator
necessario para que novas tecnologias possam ser desenvolvidas com a finalidade

de recuperar solos degradados. Um amplo conhecimento da diversidade destes
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organismos e quais sdo suas interacdes para cada tipo de poluente se faz necessério
para que a espécie mais eficiente para determinada situacao possa ser utilizada.

3 - JUSTIFICATIVA

Atividades mineradoras tem impactado o solo e sua biota por séculos, no
entanto seus efeitos ainda ndo sao totalmente compreendidos, principalmente no que
refere a micro-organismos. Além disso, desastres como o ocorrido com a mineradora
Samarco, na barragem de Mariana - MG, em 2015, nos apontam ainda mais a
urgéncia de se compreender como 0s subprodutos da mineracao interferem na biota
do solo, como estes organismos reagem a essa interferéncia e a importancia da busca
de solucdes para estas questdes que impactam nao sé o ambiente, mas a economia

e a sociedade.

Conhecer a diversidade de leveduras presente nestas regifées € um primeiro
passo dado rumo a compreenséo de como micro-organismos ali presentes reagem na
presenca de concentracdes anormais de metais pesados, como ferro, niquel, cobre e
zinco. Ao se compreender como a diversidade de um habitat interage com os diversos
elementos presentes no solo podemos estudar as caracteristicas e funcdes destes
organismos e enfim explorar as possiveis utilizacBes biotecnoldgicas que estas
leveduras possam apresentar, inclusive as que mitiguem e recuperem solos

degradados por consequéncia de atividade mineradora.

Assim se justifica o presente estudo, com a necessidade de se conhecer a
diversidade das leveduras dos solos de mineracdo e areas de entorno para se
compreender a funcdo destes importantes micro-organismos e assim explorar o seu

potencial biotecnoldgico frente a questdes ambientais.
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4 - OBJETIVOS

4.1 - Objetivo geral

-Apresentar literatura que crie um arcabouco tedrico para compreender a importancia

do presente estudo.

-Analisar o impacto dos metais niquel, cobre e zinco em leveduras isoladas de solos

areas de mineracao e entorno.

4.2 - Objetivos especificos.

-Observar como a presenca dos metais estudados afeta leveduras isoladas de solos

de areas de mineracédo e entorno, de modo geral.

-Observar, em placas de petri, como a presenca de niquel, cobre ou zinco pode

impactar o crescimento destas leveduras.

-Analisar se ha alguma modificagcdo morfolégica nas leveduras estudadas, quando

estas sao cultivadas em meio contendo cobre, niquel ou zinco.

-ldentificar possiveis leveduras capazes de tolerar em placas de petri, em diversas

concentracdes, a presenca de niquel, cobre ou zinco.
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5 - MATERIAIS E METODOS

5.1 - Isolados

Os isolados foram recuperados de solo de area de mineracédo da Vale S.A. e
do entorno, em Sabara, Minas Gerais, foram amostrados em 20 pontos diferentes,
distribuidos em 5 biossistemas (Cerrado, Canga, Capim, Mata e Eucalipto). O método
de isolamento assim como o0s pontos de coletas referenciados geograficamente sao
descritos por Moreira (2015). As caracteristicas fisico-quimicas desses solos

amostrados sdo apresentadas no gréfico abaixo.

GRAFICO 1 - Propriedades fisico-quimicas do solo de onde foram obtidas os isolados

de levedura utilizados na pesquisa
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(Fonte: Moreira, 2015)

Com a finalidade de abarcar a maior quantidade de taxons possiveis e evitar
redundancias em excesso, foram selecionados 19 isolados para os testes de
tolerancia a metais. Para facilitar a manipulacdo laboratorial, as amostras foram
organizadas e nomeadas de A a S, e referenciadas pelo habitat em que foi encontrar

e numeradas de acordo com seu registro na colegao.

Os 19 isolados utilizados neste estudo foram identificados por Moreira (2015),

conforme o quadro a seguir:
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QUADRO 1 - Relacéo das leveduras selecionadas e seu bioma, filo, nUmero da colecao e letra

atribuida.

LETRA NUMERO LEVEDURA FILO BIOMA
A CE4.4 Cryptocoocus podzolicus Basidiomycota  Cerrado
B M6.1 Cryptocoocus podzolicus Basidiomycota Mata
C E4.4 Cryptocoocus podzolicus Basidiomycota Eucalipto
D CG4.1 Cryptocoocus podzolicus Basidiomycota Canga
E E3.8 Cryptocoocus podzolicus Basidiomycota Eucalipto
F M 8.4 Cryptocoocus podzolicus Basidiomycota Mata
G E3.3 Cryptocoocus podzolicus Basidiomycota Eucalipto
H B1.2 Cryptocoocus flavescens Basidiomycota Agua
| CA3.1 Pseudozuma sp. Basidiomycota Capim
J B2.1 Pseudozuma sp. Basidiomycota Agua
K CE4.1 Meyerozyma sp. Ascomycota Cerrado
L CA25 Meyerozyma sp. Ascomycota Capim
M CA21 Meyerozyma sp. Ascomycota Capim
N CG24 Meyerozyma sp. Ascomycota Canga
o M 8.2 Debaryomyces polymorphus = Ascomycota Mata
P E2.4 Debaryomyces sp. Ascomycota Eucalipto
Q M9.2 Lipomyces sp. Ascomycota Mata
R B2.2 Aureobasidium sp Ascomycota Agua
S CA5.1 Aureobasidium sp Ascomycota Capim

(Fonte: Autor)

Estas leveduras foram armazenadas em uma colecdo e foram mantidas em meio de
cultura MYGP no freezer a -80 C.

5.2 — Testes de tolerancia

Estas leveduras foram reativadas em meio de cultura MYGP e cresceram
dentro de BOD a uma temperatura constante de 27° por um periodo de 5 dias. Os
isolados de leveduras foram testados quanto a tolerancia a metais pesados pelo co-
cultivo da levedura com a solucdo de metal a ser testada em diferentes concentragdes.
(Vadkertiova & Slavikova 2006). A solucdo aquosa foi composta de sais do metal
estudado diluidos em agua MilliQ, até resultar a molaridade pretendida. Para
realizacdo dos testes foi usado 9,5mL de Meio de Cultura (1% (NH4)2S04; 0,1%
KH2PO4; 0,05% MgS04; 2% glucose; 0,3% extrato de levedura), e 0,3mL da solugéo
de metal (Cobre, Zinco, Niquel) em diferentes concentracdes (0,05M; 0,25M; 0,50M e
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1,00M), com a finalidade obtermos uma concentragao final do metal estudado no meio
de cultura de 1mM, 5mM, 10mM e 20mM.

Todas as 19 leveduras selecionadas foram plagueadas em 3 repeti¢cdes para
cada concentracdo de cada metal estudado, gerando 648 eventos que foram
caracterizados como 1 para leveduras que apresentaram crescimento e 0 para
aguelas que nao cresceram. Também foi gerado um grupo controle para observar se
estas leveduras crescem de forma normal sem a presenca dos metais propostos,

hipotese essa que foi confirmada.

FIGURA 2 — (A) Solucdes contendo os metais pesados em 4 concentracdes diferentes. (B) Meio
de cultura com adi¢do de uma da solugdes. (C) Levedura crescendo em meio de cultura com
adicdo de solucao de metal.

(Fonte: Autor)

As leveduras foram caracterizadas como tipo 1 quando foi observado
crescimento e tipo 0 quando este ndo foi observado. Os dados foram submetidos a
uma média simples e foram organizados e analisados com auxilio do software

Microsoft Excel.
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6 — RESULTADOS

6.1 - Zinco

Dentre os 3 metais propostos observamos que zinco foi o metal que
apresentou uma menor toxicidade para os isolados analisados, sendo que a maioria
destas obteve um crescimento adequado em todas as concentragdes, como podemos

observar nas tabela a seguir.

TABELA 1.1 — Resultado das analises de crescimento das leveduras em meio contendo
solucdo de zinco, e a média de crescimento por isolado de ‘A’ a ‘I'.

-

4
4
4
4
4
4
4
4

Concentragao | ~ A
R10,05 1

R2 0,05 1

R3 0,05 1
R10,25 1
R20,25 1
1

1

1

1

1

1

R30,25
R10,50
R2 0,50
R3 0,50
R11,00
R2 1,00
R3 1,00 1
TOTAL (%) 100,00% 50,00% 66,67% 100,00% 91,67% 100,00% 100,00% 5833% 66,67%
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(Fonte: Autor)

TABELA 1.2 — Resultado das analises de crescimento das leveduras em meio contendo
solucéo de zinco, e a média de crescimento por isolado de ‘J’ a ‘S’.

[o R

4
4
4
4
4
4

Qv

4

Concentragdo |
R10,05
R2 0,05
R3 0,05
R10,25
R2 0,25
R30,25
R10,50
R20,50
R30,50
R11,00
R2 1,00
R3 1,00

TOTAL (%) 83,33% 5833% 100,00% 100,00% 50,00% 7500% 100,00% 100,00% 7500% 83,33%
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(Fonte: Autor)
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As amostras A; D; E; F; G; L; M; P; Q; R e S cresceram em todos os
experimentos, superando a média de 82% de crescimento nesta etapa.

O alto indice de crescimento das amostras em relacéo a este metal mostra que
para estes isolados, 0 zinco apresenta baixa toxicidade podendo este ser utilizado em
funcbes metabolicas por estes micro-organismos. As leveduras que apresentaram
uma baixa média de crescimento podem ter uma menor tolerancia a este metal, mas
devido a falta de padronizacéo da inoculagéo realizada com alca de repicagem, estas
amostras carecem de mais repeticdes, ja que o seu crescimento diferiu bastante das

demais.

6.2 - Cobre

Quando comparado ao Zinco observamos que se trata de um metal de maior
toxicidade para as leveduras estudadas. Ao analisarmos todas as leveduras e
concentracfes propostas obtivemos uma média de 49% de crescimento, 0 que torna

o Cobre um metal de maior interesse para o experimento realizado.

Das 19 amostras observamos que em 3 isolados (B; E e J) ndo houve
crescimento algum e apenas em uma repeticdo do isolado | foi encontrado algum

crescimento, caso excepcional que talvez tenha ocorrido por algum erro experimental.

TABELA 2.1 — Resultado das analises de crescimento das leveduras em meio contendo
solucédo de cobre, e a média de crescimento por isolado de ‘A’ a ‘I'.

Concentragao
R10,05
R20,05
R3 0,05
R10,25
R20,25
R30,25
R10,50
R20,50
R3 0,50
R11,00
R21,00
R31,00

TOTAL (%) 100,00% 0,00%  66,67% 100,00% 0,00% = 75,00% 75,00% 58,33% 8,33%
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(Fonte: Autor)
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TABELA 2.2 — Resultado das analises de crescimento das leveduras em meio contendo
solucao de cobre, e a média de crescimento por isolado de ‘J’ a ‘S’.

Concentragdo J K L M N (o] P Q R S
R10,05 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
R2 0,05 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
R3 0,05 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
R10,25 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0
R2 0,25 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0
R30,25 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0
R10,50 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0
R20,50 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0
R30,50 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0
R11,00 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
R2 1,00 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
R3 1,00 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0

TOTAL (%) 0,00% = 25,00% @ 75,00% 100,00% 25,00% 25,00% 50,00% 100,00% 25,00% @ 25,00%

(Fonte: Autor)

Para este metal obtivemos apenas 4 isolados que cresceram normalmente na
concentracdo maxima (1,00M). A tabela 3 ilustra que o crescimento diminui conforme
a concentracdo de cobre na solugcdo aumenta. Tendo em vista tal situacéao,
constatamos que os isolados A; D; M e Q apresentam algum nivel de tolerancia ao
cobre, pois ndo sé cresceram na concentragdo maxima como em 100% das repeticées

as quais foram submetidos.

6.3 - Niquel

Dentre 0os 3 metais propostos, o niquel apresentou a maior toxicidade para
todos os isolados, com baixos niveis de crescimento nos meios contendo maiores
concentracbes deste metal em suas solucdes. O Niquel teve uma média de
crescimento de 41% aproximadamente mas difere dos outros meios pois nao
apresenta nenhuma cepa que tenha obtido éxito em crescer na concentracao de

1,00M como vemos nas tabelas 3.1 e 3.2.
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TABELA 3.1 — Resultado das analises de crescimento das leveduras em meio contendo
solucdo de niquel, e a média de crescimento por isolado de ‘A’ a ‘.

4
4
4
4
4
4
4
4
4

Concentragdo |
R10,05
R2 0,05
R3 0,05
R10,25
R2 0,25
R30,25
R10,50
R20,50
R30,50
R11,00
R2 1,00
R3 1,00

TOTAL (%) 50,00% 41,67% 41,67% 50,00% 0,00% 41,67% 41,67% 50,00% 66,67% 33,33%
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(Fonte: Autor)

TABELA 3.2 — Resultado das analises de crescimento das leveduras em meio contendo
solucdo de niguel, e a média de crescimento por isolado de ‘J’ a ‘S’.

4
L |

M -

L |
L |
L |
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R10,05
R20,05
R30,05
R10,25
R20,25
R30,25
R10,50
R20,50
R3 0,50
R11,00
R2 1,00
R3 1,00

TOTAL (%) 0,00% @ 50,00% 50,00% 50,00% 41,67% 75,00% 50,00% 41,67% 16,67%
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(Fonte: Autor)

Na concentragdo de 0,50M houveram 7 leveduras que apresentaram um
crescimento normal, porém em 10mM temos apenas 2 leveduras (I e P) que puderam
tolerar esta concentracao de niquel em seu meio de cultura, atingindo assim um valor

maximo para este metal.

Os dois isolados de leveduras que apresentaram um crescimento superior nos
experimentos realizados indicam uma capacidade de suportar maiores concentracdes
de niquel, esta caracteristica deve ser estudada frente a possibilidade do uso destes

micro-organismos em areas de degradacdo ambiental em funcdo de atividade
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mineradora para mitigacdo de impactos e recuperagédo de solos contaminados por
niquel.

6.4 — Alteracdes Morfoldgicas

Alguns isolados apresentaram uma morfologia distinta nas
concentracbes de 5mM e 10mM no meio contendo cobre onde apresentaram
coloracdo acinzentada, diferente do bege leitoso apresentado em todas as amostras.
Na figura 3 podemos percebem como as leveduras L e M tiveram uma mudanga na
coloracéo superficial e como as bordas destas colbnias apresentaram diferenciacao

sendo mais espessas no em (B) onde a concentracdo do metal pesado é maior.

FIGURA 3 — Diferengas morfologicas da superficie e da coloragao das leveduras ‘L’ e ‘M’
guando em meios com soluc¢ao de cobre a (A)ImM (B)5mM

(Fonte: Autor)

A levedura A (Cryptocoocus podzolicus) foi submetida a microscopia com o uso
do Microscopio 6tico Leica DFC 490 tendo as imagens capturadas pelo software Leica
Qwin V3. e teve suas alteracdes morfoldgicas observadas mais minuciosamente. Esta
levedura foi cultivada nas concentracdes de 20mM em meio contendo zinco e também

em um grupo controle sem a presenca deste metal.

Ao serem comparadas ao grupo controle, foi observado uma mudanca no
formato das células das leveduras que crescerem junto a algum metal, também é
possivel perceber o aumento do tamanho celular e mudanca na forma destas células.
A presenca destes metais influenciou a formacao de pseudohifas, alterando de forma
impactante a morfologia dos isolados.
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FIGURA 4 — Microscopia da Levedura ‘A’ (Cryptocoocus podzolicus)

em grupo controle.

(Foto: Moreira, 2015)

FIGURA 5 — Microscopia da Levedura ‘A’ (Cryptocoocus podzolicus)
em meio contendo zinco.

(Foto: Moreira, 2015)
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7 - DISCUSSAO

Foi observado que os solos de areas de mineracao e entorno apresentam uma
diversidade menor de leveduras quando comparado com solos que ndo pertencam a
este grupo, como € observado em outros trabalhos, isso se explica devido as altas
concentragbes testadas, os metais usados deixam de funcionar apenas como
micronutrientes e se tornam toxicos. Diversos mecanismos podem ser a causa deste
efeito, como por exemplo, a elevacdo de ions livres destes metais, gerando
competicdo por ligacdes em metaloproteinas, onde muitas vezes uma proteina
essencial deixa de ser produzida, afetando assim o metabolismo da célula. O acimulo
destes ions em vacuolos em grandes quantidades muitas vezes leva a levedura a uma
morte celular. O fato é que a presenca de metais afetou negativamente o crescimento
das leveduras estudadas, sendo um primeiro indicio que concentracdes elevadas de

metais pesados prejudicam as funcdes metabdlicas destas células.

A regra geral que pdde ser observada é que conforme se aumenta a
concentracdo destes minérios se tem uma diminuicdo do crescimento normal das
leveduras, salvo algumas excecdes que apresentaram um comportamento idéntico ao
controle em todos os experimentos. E sabido que zinco, cobre e niquel s&o
micronutrientes importantes em um solo saudavel, porém concentracdes acima do
normal implicam em efeitos deletérios. Um aumento descontrolado destes metais
podem também ameacar outros tipos de organismos que dependam da funcao destas

leveduras.

Foi observado que existe nestes micro-organismos um mecanismo que reage
guando na presenca de concentracdes maiores dos metais estudados. No caso dos
isolados de leveduras L e M que mudaram sua morfologia ao serem co-cultivadas
junto a uma dada concentracdo de cobre, o fato de apenas a levedura M ter sido
tolerante a concentragcao de 20mM faz com que esse efeito esteja mais associado
com condicdo de estresse do que a tolerancia destas leveduras. A levedura A teve
seu crescimento normal nos meios contendo cobre e zinco também na concentracao
de 20mM, as mudancas morfolégicas observadas em lamina podem estar associadas

a como estes micro-organismos lidam com o excesso destes micronutrientes no
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interior de suas células, podendo estar associadas com a sintese proteica ou com o

acumulo do excesso de ions livres dentro de seus vacuolos.

Foi possivel perceber que os trés metais estudados tiveram um impacto
diferente em cada levedura, porém foi notado que o niquel é aquele que apresenta
maior toxicidade para 0s micro-organismos, como vemos no grafico 2. Este fenbmeno
pode ocorrer devido a falta de um mecanismo de defesa que possa manter esse metal
no exterior da celular de levedura e também pelo baixo consumo de niquel pelas
células. Ja que o niquel ndo é tido como um micronutriente essencial, a maior
toxicidade do elemento pode estar associada a disponibilidade em excesso frente a

nao utilizacdo do mesmo.

GRAFICO 2 — Média de crescimento de cada levedura, por metal.
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(Fonte: Autor)

N&o foi observada nenhuma relacdo entre os isolados estudados, o habitat de
gue foram isoladas e aos metais a que foram submetidas, cada levedura se comportou
de uma maneira Unica, mesmo individuos do mesmo género ou espécie apresentaram
crescimentos distintos ao serem submetidos a dada concentracao de um metal. Isso
pode ocorrer devido a diversidade intraespecifica das espécies. Cada género de
leveduras pode apresentar um mecanismo de defesa distinto, ou ainda, néo

apresentar nenhum, porém este fenbmeno carece de mais estudo.
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Um outro aspecto a ser observado € quais leveduras puderam tolerar maiores
concentracdes destes metais. Para niquel e cobre pudemos observar que ha um limite
para o crescimento da maioria das leveduras e apenas alguns isolados foram capazes
de crescer normalmente apos este ponto (A; D; M e Q para cobre e | e P para niquel).
As leveduras que apresentaram um crescimento normal em concentragbes em que
outras ndo atingiram mostraram algum nivel de tolerancia. Por terem apresentado
tolerancia, as leveduras em questdo podem ser dotadas de algum mecanismo de
defesa que mantenha a homeostase destes metais de forma a ndo comprometer o
metabolismo da célula, a quantidade e a forma como esses nutrientes séo utilizados
na sintese proteica também podem influenciar o comportamento destas células em

meios com concentracdes de metal acima dos normais.

Os resultado obtidos podem ser interessantes, pois demonstra como, na
maioria dos casos, a presenca de metais pesados afeta negativamente o solo, e logo,
0S micro-organismos que desempenham importantes funcdes ecoldgicas; também
poderdo nortear estudos dos possiveis usos biotecnolégico destas leveduras com a
finalidade de recuperacéo de areas degradadas. E interessante ainda a possibilidade
dessas leveduras estarem relacionadas ao crescimento vegetal e estudos nessa area

também séo de grande importancia biotecnolégica e ambiental.



38

8 - CONCLUSOES

Apés os estudos de tolerancia a metais pesados foi possivel observar que, de
maneira geral, a presenca destes metais em concentracdes acima do normal tendem
a influenciar o crescimento das leveduras estudadas de forma negativa, salvo

pontualidades.

Algumas leveduras tiveram seus resultados divergentes das demais, e
apresentaram um crescimento normal em concentracfes de metal que nao foi
observado em outras, como foi 0 caso de Cryptocoocus podzolicus, Meyerozyma sp.
e Lipomyces sp. no meio contendo cobre e Pseudozuma sp. e Debaryomyces sp. no
meio contendo niquel. As concentracfes estudadas de zinco se mostraram pouco

toxicas para as leveduras.

Leveduras apresentam alteracdes morfolégicas quando cultivadas junto a
concentracdes elevadas de metais pesados, esse fenbmeno pode ser visto como uma
resposta a situacbes de estresse e ndo necessariamente esta vinculado a

mecanismos de defesa.

Os resultados obtidos mostram que existe um certo nivel de tolerancia dos
isolados frente aos metais propostos, mais andlises devem ser feita para comprovar
a real capacidade destes micro-organismos, verificar de forma precisa quais
mecanismos de defesa séo utilizados e quais sdo as demandas individuais de cada
espécie. Ha ainda de se contemplar a possibilidade da aplicacéo destas leveduras em
areas contaminadas por metais com a finalidade de mitigar ou recuperar danos

causados ao solo oriundos de atividade mineradora.

O trabalho realizado podera referenciar futuros que estudos que possam se
utilizar destes dados como ponto de partida, sejam eles relativos a tolerancia destas

leveduras ou ao nivel de toxicidade dos metais estudados.
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