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RESUMO

FONTES, L. C. Isolamento e selecdo de fungos com potencial para biorremediagdo a
partir de ambientes aquéaticos com histérico de contaminacao por metais pesados. 2015.
91f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, Séo Paulo, 2015.

A pesquisa em biorremediagdo esta em crescente desenvolvimento. Muitos processos estdo
sendo desenvolvidos a fim de recuperar areas contaminadas por metais pesados, entretanto
microrganismos possuem maneiras mais ecologicamente indicadas para remocao,
imobilizacdo ou transformacdo de poluente. A existéncia de uma &rea contaminada por
metais pesados pode gerar problemas sérios, como danos a salde e comprometimento da
qualidade dos recursos hidricos. No Brasil, a poluicdo do ambiente aquéatico tem resultado em
grande poluicdo dos rios, lagos, represas, e dentre os elementos poluentes temos os metais
pesados, que sdo elementos extremamente recalcitrantes. Segundo relatorios preparados pela
CETESB, a ocorréncia deste tipo de contaminacdo apresenta uma frequéncia alta no ambiente
aquatico. Assim, estudos que caracterizam fungos com capacidade de degradacdo destes
poluentes, se fazem necessarios. Assim sendo, o objetivo geral desse trabalho foi isolar e
caracterizar espécies fungicas em ambientes aquaticos contaminados por metais pesados e
realizar a insercdo de genes exdgenos ao DNA de fungo, a fim de obter maior capacidade de
absorcdo de metais pesados em sua superficie celular. Um total de 340 isolados fungicos
resistentes a quatro diferentes metais pesados (Chumbo, Cadmio, Cromo e Mercdrio) foram
selecionados através de prévio screening. A identificacdo dos isolados foi dada através de
metodologia classica como exame direto e microcultivo, além de seqlienciamento do gene
ITS. Entre o fungos filamentosos isolados (n=262), o género Penicillium foi 0 mais numeroso
(n=51) seguido de Trichoderma (n=27), Aspergillus (n=20),Fusarium (n=14) e Cladosporium
(n=8). Alguns fungos filamentosos (n=108) ndo foram possiveis serem identificados por
metodologias classicas como exame direto e microcultivo sendo denominados FNE (fungo
ndo esporulado). Dentre os isolados, 78 isolados foram identificados como leveduras. Dentre
os fungos leveduriformes identificados mais frequentemente, encontra-se 0 @género
Rhodotorula (n=12), seguidos de Candida (n=3), e Cryptococcus (n=3). Os isolados foram
testados quanto a sua velocidade de crescimento radial (VCR) em meios suplementados com
altas concentracfes de metais pesados. As cepas que obtiverammaior velocidade de
crescimento radial frente a cada um dos metais pesados foram uma cepa de Trichodermasp.
apresentando um VCR de 0,9cm/dia (Pb), VCR de 0,7cm/dia (Cd), VCR de 0,8cm/dia e VCR
de 0,9cm/dia(Hg). Curvularia afinis apresentou uma VCR de 0,3cm/dia; Uma cepa do género
Penicillium apresentou alta VCR na maior concentragdo testada que foi de 0,26cm/dia na
concentracdo de 0,5¢g/L de Cadmio; Um fungo do género Aspergillus apresentou VCR de
0,42cm/dia e o fungo Microsphaeropsis arundinis apresentou VCR de 0,24 cm/dia. A cepa
que apresentou melhor capacidade de retencdo de metal pesado (Trichoderma harzianum foi
observada em microscopio eletronico de transmisséo e observado a capacidade desta de reter
metais pesados tanto na superficie celular como no seu interior. Uma cepa de Saccharomyces



cerevisiae foi transformada com o gene sintético EC20 que codifica uma fitoquelatina
sintética para aumento da capacidade de retencdo de metais pesados mostrando por
Microscopia Eletronica de Transmisséo a capacidade aumentada da cepa transformada.

Palavras-chave:Biorremediacdo. = Metais pesados. Fungos. Melhoramento Genético.
Fitoquelatina



ABSTRACT

FONTES, L. C. Isolation and selection of fungi with potential for bioremediation of
contaminated environmental by heavy metals. 2015. 91p. Ph. D. thesis (Microbiology) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2015.

The research on bioremediation is in constant development. Many processes are being
developed in order to recover areas contaminated by heavy metals, microorganisms have
however indicated more environmentally ways for removal, immobilization or transformation
of pollutant. The existence of an area contaminated by heavy metals can cause serious
problems, such as health damage and impaired quality of water resources. In Brazil, the
pollution of the aquatic environment has resulted in serious pollution of rivers, lakes, dams,
and from the polluting elements have heavy metals, which are extremely recalcitrant
elements. According to reports prepared by CETESB, the occurrence of this type of
contamination has a high frequency in the aquatic environment. Thus, studies that
characterize fungi with degradation capacity of these pollutants, are needed. Thus, the aim of
this study was to isolate and characterize fungal species in aquatic environments
contaminated by heavy metals and make insertion of exogenous genes to fungal DNA, to
obtain a greater capacity of absorbing heavy metals into their cell surface. A total of 340
fungal isolates resistant to four different heavy metals (Lead, Cadmium, Chromium and
Mercury) were selected through prior screening. The identification of the isolates was given
by classical methods such as direct examination and microcultivation, and sequencing of ITS
gene.Among the filamentous fungal isolates (n = 262), Penicillium was the most numerous (n
= 51) followed by Trichoderma (n = 27), Aspergillus (n = 20), Fusarium (n = 14),
Cladosporium (n = 8). Some filamentous fungi (n = 108) were not possible be identified by
classical methods such as direct examination and microcultivation being called FNE (not
sporulated fungus). Among the isolates, 78 isolates were identified as yeasts. Among the
most commonly identified fungal yeast, is the genus Rhodotorula (n = 12), followed by
Candida (n = 3), and Cryptococcus (n = 3). The isolates were tested for their radial growth
rate (VCR) in medium supplemented with high concentrations of heavy metals. Strains that
obtiverammaior radial growth rate against each of the heavy metals were a strain of
Trichodermasp. having a VCR 0,9cm / day (Pb), VCR 0.7cm / day (Cd), VCR 0.8cm / day
and VCR 0,9cm / day (Hg). Curvularia afinis presented a VCR 0.3 cm / day; A strain of
Penicillium showed high VCR in the highest concentration which was 0,26cm / day at a
concentration of 0.5 g / L of cadmium; A fungus of the genus Aspergillus presented VCR
0,42cm / day and the fungus had VCR arundinis Microsphaeropsis 0.24 cm / day. The strain
showed the best heavy metal retention capacity (Trichoderma harzianum was observed in a
transmission electron microscope and observing the ability of this to retain heavy metals in
both the cell surface and in its interior. A strain of Saccharomyces cerevisiae was transformed
with the synthetic gene EC20 encoding a synthetic phytochelatin to increase heavy metals
retention.
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1 INTRODUCAO

A preservagdo e recuperacdo do meio ambiente é hoje uma grande preocupagdo. O
desenvolvimento industrial, que é o maior causador dos problemas relacionados a poluicdo e
contaminagdo ambiental, ocorreu de forma muito acelerada a partir da revolucdo industrial. A
partir dai, a emissdo de tais fontes contaminantes no ambiente provenientes de atividades
industriais aumentou de forma descontrolada. Em se tratando do Estado de S&o Paulo, a falta
de planejamento prévio estratégico seguido pelo crescimento acelerado, resultando na
instalacdo de inddstrias em areas que passaram a ser altamente urbanizada. Ao mesmo tempo,
uma politica de gerenciamento ambiental, principalmente, nas décadas de 60 a 90 era muito
falha, originando areas super contaminadas por diversas substancias toxicas, geralmente,
colocando em risco a saude da comunidade proxima a estes locais (COLLA, 2008).

No Brasil, os rios que cortam as grandes cidades sdo muitas vezes afetados por
atividades antropogénicas. Em S&o Paulo, o rio Tieté é um exemplo disto. Além disso,
represas (como a Billings) localizadas na regido metropolitana vém apresentando ao longo
dos anos problemas graves de poluicdo. O rio Tieté conta com aproximadamente 1.100 km de
extensdo, sendo considerado o rio mais importante de todo Estado de Séo Paulo devido ao
seu grande potencial hidroelétrico que é bem explorado em quase toda a sua extensdo. Com o
aumento da populacdo e das industrias na cidade de Sao Paulo, o rio Tieté se tornou um dos
rios mais poluidos do mundo, sendo frequentemente alvo de esgotos tanto domésticos quanto
industriais, deteriorando cada vez mais a qualidade de suas aguas e sedimentos (MORTATTI
et al., 2002). Os metais pesados estdo presentes entre os principais poluentes originarios
dessas atividades causadas pelo homem (SILVA, 2009).

Em paises onde a 4gua n&o é um recurso tdo abundante como no Brasil, muitas vezes
o efluente de esgoto pode contribuir com parcela substancial do fluxo dos rios. Assim sendo,
a remocdo destes compostos altamente toxicos tais como os metais pesados presentes nas nas
estacOes de tratamento de esgotos em &guas residuérias é de suma importancia uma vez que
impede que as concentracfes de tais compostos toxicos presentes no efluente extrapolem as
concentragdes permitidas pelos padrdes de emissdo causando impactos negativos nos corpos
receptores (MORTATTI et al., 2002).

As grandes quantidades de espumas de rios poluidos também contribuem
significativamente com a poluicdo, uma vez que estas sdo ricas em material particulado e
metais pesados como cobre, chumbo, niquel e cadmio, por exemplo (BARKAY, 2003). Estas

concentragcdes de metais pesados nas espumas do rio Tieté superam os valores em 20 a 188
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vezes aos observados na agua (FRANKLIN, 2010). Esses metais pesados podem ser
provenientes de efluentes industriais ndo tratados previamente antes de serem descartados nas
aguas do rio e apesar de seus efeitos serem menos visiveis, seus impactos sdo muito mais
dificeis de serem remediados, pois é pouco conhecida a resposta dos ecossistemas naturais a
exposicdo cronica a esse grupo de contaminantes que ndo sdo degradaveis, acumulando-se
progressivamente nos ecossistemas naturais e afetando seu funcionamento durante décadas
ou até mesmo séculos (FRANKLIN, 2010).

No caso da represa Billings (reservatorio do Rio Grande), que durante muitos anos
recebeu agua proveniente de um desvio do rio Tieté, tem um histérico de contaminacao por
mercurio, inviabilizando completamente o uso de suas dguas para atividades como consumo,
irrigacdo, cultivo e recreacdo (FRANKLIN, 2010).

Os metais pesados sdo elementos altamente reativos e bioacumulaveis nos organismos
vivos ao longo de toda cadeia trofica. Assim sendo, dentre os varios poluentes existentes, 0s
metais pesados témrecebido atencdo especial, uma vez que alguns deles sdo extremamente
toxicos para uma grande variedade de organismos, mesmo em concentra¢fes muito baixas
(GAAD, 2009; VALDMAN; LEITE, 2000). Por isso tem sido grande o interesse nos metais
pesados com relacdo a sua composicdo quimica, efeitos bioldgicos, destino no ambiente e seu
controle. Os metais pesados presente nas aguas residudrias sdo originados a partir de
atividades industriais, comerciais e domésticas, o que faz com que seja inevitavel a sua
presenca no ambiente aquéatico (ZABEL, 1993). Contudo, a prevencao da poluicdo, a limpeza
e/ou remediacdo de areas contaminadas tornou-se, nos ultimos anos, uma das prioridades
ambiental.

As industrias estdo sendo impelidas a introduzirem novas técnicas ou tecnologias de
purificacdo e reciclagem, com propdsito de reduzir consideravelmente a contaminag¢do no
ecossistema. Dentre as inimeras tecnologias para remediacdo de guas e solos contaminados,
destaca-se a biorremediacdo como opcdo para promover a detoxificacdo do local ou a

remocao dos elementos contaminados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Problemas Ambientais

Pode ser definida como uma é&rea contaminada, local ou terreno onde h&
comprovadamente poluicdo ou contaminacdo causada pela introducdo de quaisquer
substancias e/ou residuos que nela tenham sido depositados, acumulados, armazenados,
enterrados ou infiltrados de forma planejada, acidental ou natural.

Os poluentes ou contaminantes podem ser transportados propagando-se por diferentes
vias, como o ar, o solo, as aguas subterraneas e superficiais, alterando suas caracteristicas
naturais de qualidade.

Segundo a Politica Nacional do Meio Ambiente (Lei 6.938/81), sdo considerados bens
a proteger: a salde e o bem-estar da populagdo; a fauna e a flora; a qualidade do solo, das
aguas e do ar; os interesses de protecdo a natureza/paisagem; a ordenacdo territorial e
planejamento regional e urbano; a seguranca e ordem publica.

A boa qualidade da natureza esta intrinsecamente ligada a qualidade de vida no
planeta Terra. Os diversos locais contaminados geralmente sdo resultado de atividades
industriais do passado, no tempo gm que a consciéncia da salde e efeitos ambientais
relacionadas com a producdo, uso e descarte de substancias nocivas ainda ndo eram muito
bem estudados e difundidos. O problema agora é de alcance mundial e a estimativa do
namero de locais contaminados é significativa (CAIRNEY, 1993).

No Brasil, os diversos corpos d’agua sdo frequentemente afetados por atividades
antropogénicas tais como atividades industriais e agricolas. Tais atividades ultrapassam a
capacidade autodepurativa dos corpos d’agua que ndao conseguem eliminar ou pelo menos
minimizar as concentragdes de tais poluentes.

Muitas vezes, & possivel isolar microrganismos resistentes aos metais pesados
presentes em locais contaminados por metais pesados. A resisténcia e a eficiéncia de tais
microrganismos para a remogao de metais pesados variam grandemente (JOSHI et al., 2011).

Grandes avancos foram feitos até os dias de hoje no sentido de desenvolvimento
industrial, que indubitavelmente, tem melhorado as condi¢des de vida e conforto do ser
humano,entretanto, tem inadvertidamente perturbado o equilibrio ambiental fundamental
estabelecido pela natureza. A poluicdo ambiental e os esfor¢os humanos para a melhoria dos

padroes de vida sdo como as duas faces de uma mesma moeda. Com a industrializacao e
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consequente urbanizacdo o meio ambiente estd sendo poluido continuamente (DHANKHAR,;
HOODA, 2011).

Em geral, os contaminantes da 4gua podem ser organicos e inorganicos . Poluentes
da &gua organicos incluem solventes industriais , compostos organicos volateis , inseticidas,
pesticidas e residuos de processamento de alimentos , etc. Compostos organicos sdo possiveis
de serem degradados pelos microrganismos. Ja 0s contaminantes inorganicos da agua
incluindo os metais sdo recalcitrantes, isto é, persistentes no ambiente (DHANKHAR;
HOODA, 2011).

A presencade ions metalicos em efluentes industriais éextremamente indesejavel,
visto que sdo tdxicos tanto para organismos superiores como também para microrganismos.
Metais pesados tais comochumbo, cddmio, cromo (V1) e mercurio, sdo considerados como
muito tdxicos, enquanto que outros, taiscomo o cobre, niquel, cobalto e zinco, ndo séo téo
toXicos, masseu uso extensivo e concentracBes crescentes no ambientesdo de grande
preocupacdo. Os radionuclideos tal como o uranio, possuem elevada toxicidade alé de serem
radioativos,e apresentam uma ameagca séria, mesmo em pequenas concentracées.Por causa do
aumento da aplicacdo enatureza imutavel de metais pesados, a poluicdo resultantetornou-se
um dos mais graves problemas ambientaisatualmente. Portanto, a necessidade de
umcompreensdo completa dos efeitos nocivos causadospela liberacdo de metais toxicos no
meio ambiente e dosurgimento de protecdo ambiental tém incentivado estudos sobre a
remocdao/recuperacaodestes metais pesados usandonovas tecnologias que ndo impactam o
meio ambiente (DHANKHAR; HOODA, 2011).

2.2 Metais Pesados

Os metais pesados sdo o0s elementos quimicos que apresentam densidade maior que
5g/cm*(NIRIAGU, 1992). Além de serm elementos reativos e bioacumulaveis nos
organismos Vvivos, 0s metais pesados tem potencial intoxicante altissimo.Acredita-se que 0s
metais sejam 0s agentes toxicos mais antigos conhecidos pelo homem.

H& aproximadamente 2.000 anos a.C., grandes quantidades do metal chumbo eram
obtidas como subproduto da fusdo da prata. Todas as formas de vida séo afetadas pela
presenca de metais dependendo da dose e da especiacdo. Muitos metais sdo essenciais para 0

crescimento de todos os tipos de organismos, mas quando essenciais estessdo requeridos em
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baixissimas concentracdes e podem muitas vezes causar efeitos deletérios sobre a saude

quando presentes acima das concentragdes essenciais.

O potencial téxico dos metais pesados ao organismo humano é diverso e esta

resumido na Tabela 1, que mostra as principais fontes poluidoras e os efeitos na saude do

homem. Devido aeste potencial de toxicidade e persisténcia na natureza, 0s niveis aceitaveis

de metais pesados sdo controlados em efluentes, obrigando as fontes produtoras a tratar seus

residuos, o que ajuda na perspectivas de desenvolvimento de novas tecnologias de

tratamento.

Tabela 1 - fons de metais pesados, efeitos na satde dos seres humanos, principais
fontes poluidoras e nivel maximo aceitavel para potabilidade dos corpos d’agua.

lon

Efeitos no homem

Principaos fontes poluidoras

Potabilidade

Chumbo

Saturnismo, Tontura, Irritabilidade, Dor
de cabeca, Perda de memodria,
Deficiéncias musculares, Inflamagéo

gastrointestinal, Vémitos e Diarréias

Efluentes industriais, Tabaco, Tintas,
Tubulagdes, Metalurgia e Industria de

Eletrodeposicdo

0,01mg/L

Cadmio

Anemia, Retardamento do crescimento,
Morte (9g), Disfuncéo renal,
Hiperternséo, Arteriosclerose, Cancer e

Doencas cronicas

Efluentes industriais, Galvanoplastia,
Producéo de pigmentos, Equipamentos
eletrnicos, Lubrificantes, Acessorios
fotogréficos, Inseticidas e Combustiveis

fosseis

0,005mg/L

Cromo

Alergias, Cancer e Intoxicacdo

Efluentes industriais, Producéo de
aluminio e aco, Tintas, Pigmentos,

Explosivos, Papel e Fotografia

0,05mg/L

Mercurio

Morte (3-30g), VOmitos, Dores
abdominais, Diarréia, Osteoporose,
LesBes cerebrais e renais, Alteragdes

psicoldgicas e psicomotoras

Pescados, Garimpos, Praguicidas,
Producdo de cloro, Desinfectantes,
Pigmentos, Mineracdo, Esgotos, Tintas,

Produtos odontolégicos e Farmaceuticos

0,001mg/L

Fontes: ICSCs (2011), Ministério da Sadde - Portaria n° 518 (2004); NONAMA - Resolugéo n° 357

Os metais

sdo

classificados

geralmente em elementos

essenciais,

microcontaminantes ambientais, elementos toxicos e elementos radioativos segundo motra a

tabela 2 a seguir.
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Tabela 2 - Classificacdo dos Metais

Metais Elementos Microcontaminantes Elementos Radioativos
Essenciais Ambientais Toxicos

Magnésio X
Sédio
Potéssio
Calcio

Ferro

X

Zinco
Cobre
Niquel

X X X X X X X
X

Arsénio
Chumbo
Céadmio
Mercario
Aluminio
Titanio
Estanho
Tungsténio
Cromo X
Cobalto

X
X X X X X X X X X X X X

Manganés X
Mercurio
Uranio
Torio
Césio
Polénio
Radio

X X X X X

Os metais pesados constituem a maior fonte poluidora inorgéanica de solos e aguas
(SHOAIB et al., 2012).

Apesar da toxicidade de cada metal variar de acordo com a espécie, geralmente
esses efeitos sdo dificeis de serem distinguidos e perdem em especificidade, pois podem ser
provocados por outras substancias toxicas ou por interagdes entre esses agentes quimicos. A

manifestacdo dos efeitos tdxicos estd associada & dose e pode distribuir-se por todo o
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organismo, afetando varios oOrgdos, alterando 0s processos bioquimicos, organelas e
membranas celulares. Acredita-se que pessoas idosas e criangas sejam as mais susceptiveis
aintoxicacgdes por metais pesadas sendo as principais fontes de exposi¢do aos metais toxicos
os alimentos, apresentando alto indice de absorcao pelo trato gastrointestinal.

Segundo Hu (2014) a escala de classificacdo de metais noambiente quanto a
gravidade de risco ecolégico é Hg> Cd> Pb> Cu> Cr> As> Zn.

Muitos paises tem diretrizes regulatorias para a presenga e exposi¢do aos metais
pesados bem como algumas opcdes de remediacdoa um baixa custo e de forma eco-friendly
(JOSHI et al., 2011).

A portaria n° 518 (BRASIL, 2004) e a resolugdo no 357 (CONAMA, 2005) dispde
sobre a classificacdo e diretrizes ambientais para o enquadramento dos niveis de metais
pesados em corpos dagua superficiais, bem como estabelece as condi¢bes e padrdes de

potabilidade, devido a sua toxicicidade e persisténcia na natureza.

2.2.1 Chumbo

O chumbo (Pb) é um metal cinza-azulado, de peso atdmico 207,19u; baixo ponto de
fusdo (327,507 °C) e de ebuligdo (1717 °C) (SILVA, 2001).

O wuso diversificado e excessivo deste metal é atribuido, principalmente a
maleabilidade e resisténcia & corrosdo. O chumbo é um dos metais mais utilizados na
indUstria, apenas sendo ultrapassado por outros metais como o ferro, o cobre, 0 zinco e 0
aluminio. A principal aplicacdo do chumbo e na forma de 6xido (PbO ) na producdo de
baterias elétricas para veiculos automotivos. O consumo de Pb nos paises industrializados
diminuiu muito nos ultimos anos, e a industria tem buscado substituir este metal devido
principalmente aos seu potencial contaminante ambiental. O sistema nervoso, a medula dssea
e 0s rins sdo considerados 6rgdos criticospara a intoxicagdo por chumbo, uma vez que esse
interfere nos processos genéticos ou cromossémicos e produz alteracfes na estabilidade da
cromatina, inibindo reparo de DNA e agindo como promotor do cancer.

O chumbo é um elemento tdxico ndo essencial que se acumula no organismo.
Dentre varios metais pesados com potencial poluente, o chumbo esta presente na agua
proveniente de descargas de efluentes industriais, como os efluentes das industrias de
baterias, bem como pelo uso indevido de tintas e tubulaces de acessorios a base de chumbo
(FATMA, 1999). O chumbo e seus compostos também séo utilizados em metalurgia
(FATMA, 1999). Assim, o conhecimento sobre substancias poluentes é necessario, pois 0S
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niveis de toxicidade de uma substancia em um determinado ambiente aquatico variam. Em
humanos a intoxicacdo por chumbo é associada a esterilidade, aborto, mortalidade neonatal,
reacOes neurotdxicas, deficiéncias motoras, entre outras (JUBERG et al., 1997). Chumbo é
um dos principais metais pesados despejados no ambiente.O consumo destas &guas
contaminadas afetam figado, rins, cérebro e sistema nervoso central causando danos cerebrais
irreversiveis, distdrbios nervosos e fraqueza dos masculos. O chumbo tem a capacidade de
bioacumulacéo, tanto no sangue e 0ssos e a sua meia-vida no sangue é de cerca de 30 dias,
mas pode permanecer no sistema esquelético durante anos e, por essa razdo, a toxicidade do

chumbo éa um problema persistente.

2.2.2 Cadmio

O cédmio é um elemento traco considerado como metal pesado e esta disperso em
ambientes naturais e agricolas, principalmente atraveés de atividades antrdpicas como
mineracao, incineradoras de residuos urbanos e fontes de combustdo de combustiveis fosseis,
além de ser amplamente utilizado para revestimento de materiais, em pigmentos de tintas e na
industria plastica (RIVERA-BACERRIL et al., 2002). A principal causa da toxicidade do
cadmio € devido a sua combinacdo com grupos tiolicos (-SH) de enzimas e proteinas. O
cadmio em alguns organismos substitui o zinco em diversas metaloenzimas alterando sua
atividade, promove a expansdo de camadas de fosfolipidios e desacopla a fosforilacdo
oxidativa, gera distarbios respiratorios, altera a permeabilidade das membranas celulares,
entre outros efeitos (MACEDO; MORRIL, 2008).

O Cadmio € muito usado para aplicacbes como protecdo contra corrosao e
estabilizante plastico. O Cadmio é carcinogénico, embriotoxico, teratogénico e mutagénico e
pode causar hiperglicemia, reducdo de imunocompetencia e anemia, alem de interferir no
metabolismo do ferro (LEBRUN et al., 1994).

O cé&dmio é identificado como um metal azul-branco maleéavel, macio e brilhante ou
um po branco acinzentado que € insolGvel em agua e reage prontamente com acido nitrico
diluido. O cadmio pode vir de vérias fontes industriais, tais como galvanizacdo, fertilizantes,
processamento mineral e fabricacdo de baterias. As aguas residuarias das industrias tém
efeitos toxicos permanentes em organismos vivos e constitui uma ameaga para 0 meio
ambiente. Contaminacdo de seres humanos por cadmio foi relatada pela primeira vez no
Japdo em 1950 onde as lamas de esgoto municipal foi utilizada como um fertilizante para o

cultura do arroz. A exposi¢do ao cadmio pode resultar em efeitos adversos, tais como cancro,
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insuficiéncia pulmonar, disfuncdo renal (sindrome de Fanconi), disturbios de degradacao
0ssea, no sistema cardiovascular, figado e danos do rim.

O cadmio geralmente ocorre em baixas concentra¢des no ecossistema, mas pode ser
encontrado em altas concentragdes quando em associacdo com 0 minério de zinco. A
dispersdo no meio ambiente ocorre a partir de varias fontes, incluindo inadequada eliminacao
de residuos eletrénicos e de producdo industrial. A dieta alimentar dos seres humanos € a
principal fonte de exposigdo ao cadmio ambiental em ndo-fumantes na maioria das regides do
mundo. O cadmio estd presente em quase todos os alimentos, mas as concentragcdes variam
dependendo do tipo de alimento e o nivel de contaminacdo ambiental. Alimentos de origem
vegetal geralmente contém maiores concentracdes de cddmio do alimentos de origem animal
tais como carne, ovos, produtos derivados do leite e peixes. Fumar é outra fonte importante
fonte de exposicdo ao cddmio. Um cigarro pode conter de 1 a 2 g de cadmio, mas este varia
de acordo com a marca. Estima-se que uma pessoa fuma 20 cigarros por dia ira absorver
cerca de 1 g por dia de cadmio. Estudos recentes com base na dose semanal toleravel
sugerem que niveis seguros de ingestdo para um adulto é de 30 g / dia . O cadmio pode
bioacumular seres humanos e tem uma meia-vida longa nos tecidos de 10 a 30 anos , em
particular nos rins. Em areas de alta exposicéo , tais como Toyama, Japdo, a intoxicacao
cronica da populacdo a partir de um rio contaminado conduziu ao aparecimento do que tem
sido chamado Itai — doenca itai. Esta doenca é caracterizada por um amolecimento dos 0ssos,

resultando em dor nas articulag@es e insuficiéncia dos rins e outras complicagdes.

2.2.3 Cromo

O cromo é um elemento biorreativo que, embora presente no organismo em pequenas
quantidades (elemento traco) realiza importantes func@es, particularmente no metabolismo da
glicose. No entanto, quando em concentracdes elevadas e, sobretudo em estado de oxidacao
diferente de Ill, é potencialmente perigoso a salde e ao equilibrio ambiental (NRIAGU,;
NIEBOER, 1988). Seu uso mais comum e suas principais fontes no meio ambiente séo a
mineracgdo e as industrias de cromagem e de curtimento de couro para confeccdo de bens de
consumo. Ressalte-se que a legislacdo brasileira imp8e uma série de regras rigorosas aos
projetos industriais que utilizam esse elemento (NRIAGU, 1992).

Entre os varios metais pesados , o cromo € um dos contaminantes mais toxicos
gerados pela a fabricagcdo de galvanizacéo , curtimento de couro , acabamento metélico , ago,

indlstrias téxteis , producdo de energia nuclear, preservacdo da madeira, anodizacdo do
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aluminio. A forma de cromo hexavalente, geralmente presente na forma de cromato (CrO4-2)
e dicromato (Cr207-2), possui niveis significativamente mais elevados de toxicicidade do
que outros estados de valéncia. Embora exista cromo em nove estados de valéncia que variam
de -2 a +6, (Cr (Ill) e Cr (IV) sdo de grande relevancia ambientaldevido a sua alta
solubilidade em agua e mobilidade (CHEN, 2010; COMBER; GARDNE, 2003; WANG;
CHEN, 2009). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de agua potavel, os limites
maximos admissiveis para o cromo hexavalente e cromo total sdo 0,05 e 2mg/L,
respectivamente.

A toxicidade de Cr ( VI ) origina a partir da sua propriedade de oxidacdo e
formacdo de radicais livres no interior da célula durante a reducdo de Cr ( VI ) a Cr ( 1)
(PREUSS et al., 2008; SADEGHI; MOGHADDAM, 2012) . Portanto , os métodos de
remocao seletiva de Cr ( V1) na presenca de Cr (I11) é de grande importancia .

Especialmente nos efluentes das inddstrias de curtume, a contaminacdo dos
efluentes por cromo é uma das principais causas de poluicdo ambiental. O cromo € usado no
curtimento de couros epelesresultando em descarga de cromo nestes efluentes, causando

graves problemas ambiental assim como mostra a figura 1.

Figura 1 - Efluente contaminado po cromo de origem industrial

Fonte, SILVA, 2010.

Toxicidade do cromotem efeitos deletérios in vivo devido ao potencial
carcinogénico, mutagénico e teratogénico, alem de frequentemente resultar em danos nos
tecidos (DHANKHAR; HOODA, 2011). Oslimites permitidos de cromo total em efluentes
de curtume éentre 1 e 2 mg/L de acordo com EUA, Reino Unido e indiaStandards (BULJAN,
1996).
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O cromo tem sido utilizado industrialmente por mais de um século e podeser
detectado em concentracdes que variam de menos de 0,1 g / m®no ar até 4 g/ kg em solos.
Estudos em cobaias mostraram que a microbiota intestinal, detoxifica o cromo através da

conversdo do cromo mais toxico toxico Cr (V1) a umaforma menos toxica Cr (111).
2.2.4 Mercurio

O mercdrio é, dentre 0s metais contaminantes, aquele que apresenta o maior potencial
de toxicidade. Principalmente por apresentar uma forma quimica estavel na atmosfera como
sua forma volatil, o vapor de mercurio (Hg®) pode ser transportado em escala global, afetando
areas naturais remotas longe de fontes pontuais de contaminacdo (BARKAY et al., 2003;
DOREA et al., 2003) o que se torna um grande problema no controle da poluicdo e
contaminacdo. A poluicdo das &guas por merclrio estd associada especialmente a
possibilidade de metilacdo no meio ambiente de sua forma inorganica Hg2+ por
microrganismos e a complexa¢do com compostos organicos dissolvidos que possibilita a
manutencdo de concentracfes relativamente elevadas na coluna d'agua e acesso preferencial a
esta biota. O metilmercurio € lipossoluvel e por isso € muito bem absorvido pelas membranas
bioldgicas em geral, assim como pelos tratos digestivos de praticamente todos 0s organismos
das cadeias alimentares. Esses processos facilitam a permanéncia e o transporte de mercurio
no meio aquatico, assim como transferem a contaminacdo para um ecossistemas bastante
afastados da fonte de contaminacdo (FRANKLIN, 2010). Assim, a organificacdo do mercurio
acelera a bioacumulacdo na cadeia alimentar e maximiza seus efeitos sobre riscos em
ecossistemas naturais e a salde humana (PORCELLA, 1994; NRIAGU, 1992).

E encontrado em estado liquido & temperatura ambiente mas facilmente se evapora
no vapor Hg, que € incolor e inodoro. Hg2 + é o estado de oxidacdo de Hg e ocorre
naturalmente no meio ambiente sob a forma de sais cationicos divalentes de Hg, tais como
sulfureto mercurico (HgS), cloreto de mercurio (HgCI2) e outros compostos. Ele também
pode ser encontrado em certos cremes de clareamento da pele, medicamentos homeopaticos e
baterias. Dos muitos compostos organicos de Hg, tais como MeHg, etil-Hg e fenil-Hg, MeHg
€ 0 mais comum no ambiente, porque ele esta exposto para a populacdo humana através o
consumo de peixe e arroz, principalmente no interior da China.

O mercurio é, dentre 0s metais contaminantes, aquele que apresenta a maior
toxicidade. Por apresentar uma forma quimica estavel na atmosfera como sua forma volatil, o

vapor de mercdrio (Hg®) pode ser transportado em escala global, afetando areas remotas
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naturais longe de fontes pontuais de contaminacdo (BARKAY et al., 2003; DOREA et al.,
2003). A poluicdo das aguas por mercurio esta associada especialmente a possibilidade de
metilacdo no meio ambiente de sua forma inorganica Hg®* por microrganismos e a
complexagdo com compostos organicos dissolvidos que possibilita a manutencdo de
concentracgdes relativamente elevadas na coluna d'agua e acesso preferencial a esta biota.

A Agéncia de Substancias Téxicas e Registro de Doengas classificou o mercurio
como substancia perigosade terceirapriorida ficando atrds apenas do metal arsénio e do
chumbo. A sua presenca na atmosferaderiva de atividades naturais e antropicas(SELIN,
2009) e € capaz de ser retidos por 6-24 meses.

As faixas de emissdes globais de mercurio recentemente estimadosa partir de 5500
a 8900 toneladas de mercurio. As atividades antropogénicas emitem 1960 toneladas de
mercUrio para a atmosfera,principalmente da queima de carvao (85%),mineracdo e fundicao
contribuem com (10%), a producdo de cimento(9%), mineracdo artesanal e de ouro em
pequena escala (37%).0Os contribuintes menores sdo a queima de petroleo e gas
natural,producdo primaria de metais ferrosos, producdo de ouro em grande escala, extracao
de mercdrio, refino de petréleo, industria de cloro e alcalis, residuos e produtos de
consumo,amalgama dental.

Ambientes aquaticos sdo importantes nas viase destino do mercurio. O mercurio
inorganico dissolvido ou emforma de particulas € o tipo dominante no ambiente marinho ede
agua doce. Mercurio total em agua pode conter mercurio elementar gasoso dissolvido(inferior
a 30%) e metil-mercdrio em niveis residuais, que podem chegar a 30% do total de mercurio.
A transformacdo de merclrio inorganicapara metilmercurio ocorre principalmente
emsedimento.

Contaminacdo por mercurio em solos agricolas é geralmentedevido ao uso de aguas
residuais municipais e efluente industriaispara irrigacdo, o que muitas vezes ocorre em paises
em desenvolvimento (THIPPESWAMY et al., 2012).

As outras fontes de mercurio nos campos da agricultura também vémde fertilizantes
e pesticidas, fungicidas, embora outilizacdo de mercdrio nesses produtos tem sido
muitocontrolada e reduzida.

Depois de entrar no ambiente, Hg sofre uma série de processos de transporte e
transformacéo. O ciclo biogeoquimico de Hg determina a formas quimicas de Hg presente em
diferentes partes do ambiente (MONACHESE et al., 2012). Gasoso HgO compde
aproximadamente 95% do Hg atmosférico, além de pequenas quantidades de particulas Hg2

+ e Hg gasoso reativo. HgO é muito estavel e pode circular no atmosfera entre 6 meses e 2
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anos. Na sua forma gasosa pode ser transportado através de longas distancias e dispersos em
uma escala global. Como Hg2 + ¢é aproximadamente 105 vezes mais solivel em agua do que
HgO, ele pode mais facilmente ser depositado a partir do ar (BLUMER, 2002).

Hg é liberado para a &gua por processos industriais, processamento de esgoto ou
deposicdo atmosférica. Quando Hg entra na agua, que pode ser absorvido pelas particulas

inorganicas, particulas bioldgicas ou matéria organica (SINHA et al., 2013).

2.3 Biorremediacéo

Técnicas atualmente existentes para a remo¢do dos metais pesados a partir de aguas
contaminadas incluem: osmose inversa, eletrodialise, ultrafiltracdo, precipitacdo quimica de
troca ibnica, fitoremediacdo, etc. No entanto, todos estes métodos tém desvantagens, como
remocdo incompleta de metal, altas exigéncias de reagentes e de energia, geracdo de lama
toxica ou outros residuos de produtos que solicitar a eliminacéo cuidadosa (AHALYA et al.,
2003; PETERS et al., 1985), no entanto sdo muito caros e ndo removem o contaminante até
os limites desejados, por essa razdo, microrganismos tém sido relatados como eficientes
adsorventes bioldgicos para remover metais pesados de locais contaminados (BAE;
ABRAHIM, 2003; VEGLIO; BEOLCMI, 1997).

Com aumento da consciéncia ambiental e restricdes legais sendo impostas a descarga
de efluentes, a necessidade de tecnologias alternativas de baixo custo sdo essenciais. Assim
sendo, a biomassa microbiana tem emergido como um opg¢do para o desenvolvimento de
processo de tratamento de dguaeco-friendly.

A contaminacdo dos ambientes aquaticos por metais pesados necessita de solugdes
alternativas como a biorremediacdo, por exemplo, que ndo geram polui¢des secundarias
como consequéncia e o uso de fungos filamentosos e leveduras como agentes
biorremediadores da contaminacéo de solos e dgua vém sendo bastante estudado (HOLKER
et al., 1995), pois a capacidade de adsor¢do dos fungos aplica-se a metais pesados
(PEINTNER; MOSER, 1996), defensivos agricolas (PAOLETTI, 1999), entre outros.

Biorremediacdo € um processo envolvendo microrganismos que sdo capazes de
remover ou reduzir poluentes no ambiente, sendo uma alternativa ecologicamente adequada,
visto que o impacto ambiental causado por esses tipos de remediagdo sdo menores (GADD et
al., 2004). O uso de fungos filamentosos e leveduras como agentes biorremediadores da

contaminagdo de solos e 4gua vém sendo bastante estudado (HOLKER et al., 1995), pois a
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capacidade de adsor¢édo dos fungos aplica-se a metais pesados (PEINTNER; MOSER, 1996),
defensivos agricolas (PAOLETTI, 1999), entre outros.

O acuimulo de metais na superficie celular chama-se biossor¢do, no entanto, se tal
acumulo depende da atividade metabdlica do microrganismo, entao passa a ser chamada de
bioacumulacdo (BLUMER, 2002). Porém, quando os metais se acumulam no interior da
célula, os ions metalicos podem se localizar em organelas, ou ligar-se a proteinas, deslocando
alguns ions de suas posi¢des habituais, prejudicando assim, as funcbes metabolicas (GADD,
1993).

Os metais adsorvidos podem ser removidos por processo chamado de dessorcdo e o
biossorvente pode ser reutilizado para a tratamentos adicionais (EPA, 2005).

A biorremediacdo faz uso de organismos vivos (normalmente bactérias ou fungos)
para promover a degradacdo de poluentes. Uma variante da biorremediacdo € a
fitoremediacdo, onde sdo usadas plantas. A biorremediacdo permite a descontaminacao in-
situ, ou seja, no proprio local contaminado, minimizando os custos de remocao e posterior
tratamento do local contaminado. Por outro lado, o tempo necesséario para se atingir uma
determinada degradacdo dos poluentes (90%, por exemplo) é normalmente superior a que
seria alcancada em um reator proprio, onde o indculo (0s microrganismos que se pretende
fazer reproduzir) esta sujeito as condices ideais para o seu crescimento. O objetivo da
biorremediacdo € mineralizar os poluentes, libertando apenas substancias inertes como o
dioxido de carbono (ainda que seja um gas de estufa, mas a contribuicdo da biorremediagéo é
insignificante para este efeito) e a agua (QUINA, 2002). Como metais pesados ndo podem ser
mineralizados, essa técnica ndo pode ser aplicada a metais pesados.

Alguns fungos, como os do género Aspergillus, Penicillium, Trichodermae ainda,
leveduras como a Saccharomyces cerevisiae e Rhodotorula spp. sédo capazes de remover
metais pesados do ambiente, pois possuem maior resisténcia a metais tdxicos, o que
proporciona o seu desenvolvimento em meios com altas concentracdes destes elementos
(BLUMER, 2002).

Biossorcdo é um processo que utiliza biomassa morta para sequestrar metais
pesados toxicos e € particularmente Gtil para a remocéo de contaminantes a partir de efluentes
industriais (KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1997).0 processo de biossor¢do usando
biomassa microbiana como adsorvente surgiu como uma alternativa potencial para a remocao
de metais.

A fim de qualificar-se para aplica¢Ges industriais, biossorventes tem de ser produzidos

a um baixo custo. Paredes das células fungicas e os seus componentes tém papel importante
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na biossorcdo(GADD, 1996; HAFEZ et al., 1997; KAPOOR, 1997; KAPOOR;
VIRARAGHAVAN, 1995) .

Microrganismos podem acumular metais por diversos mecanismos tais como captacao
por transporte através de membrana, biossorcdo na parede celular, aprisionamento em
capsulas extracelulares, precipitacdo ereacfes de oxidacdo-reducdo. Composicdo da parede
celular é um dos fatores mais importantes que afetam as propiedades biossorventes dos

microrganismos.

2.4 Fungos (leveduras e filamentosos)

A utilizacdo de microrganismos para a acumulacdo de metais pesados foi relatada
pela primeira vez no inicio de 1980. A parede da célula é o primeiro componente que entra
em contato com o0s ions metalicos. A parede celular oferece um ndmero de sitios ativos
capazes de fazerm ligacdo com ions metélicos. As diferencas na composicdo da parede
celular entre diferentes biossorventes podem causar variacdo significativa no tipo e
quantidade de ions de metal se ligar a elas. Conforme a dependéncia do metabolismo da
célula, mecanismo de biossor¢do pode ser dividido em metabolismo-dependente e processos
independentes de metabolismo. Com base no local em que o metal removido da solugéo é
encontrada, 0s processos de biossor¢do podem ser classificadacomo:

e sorc¢ao da superficie celular
e acumulagao intracelular

e acumulo por precipitacdo/extracelular

A sorc¢do de ions metalicos na superficie celular ocorre pela interacéo fisico-quimica

entre o metal e os grupos funcionais presentes na superficie da célula do fungo.
Microrganismos resistentes aos metais pesados podem frequentemente estar presentes
em locais contaminados por metais pesados. A resisténcia e a eficiéncia de microrganismos
na remocdo destes metais variam muito. Portanto, o isolamento de fungos a partir de locais
contaminados por metais pesados nos fornece um indicativo (JOSHI et al., 2011).Além disso,
alguns microrganismosdefendem-se da presenca de ions de metais pesados atraves da sintese
de peptideos ricos em cisteina, tais como a glutationa (GSH), fitoquelatinas (PCs) ou de

metalotioneinas (MTs). Esses peptideos se ligam aos ions metalicos, retendo-os em sua
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superficie celular (MEJARE; BULOW, 2001; RAUSER, 1995). Varios s&o os peptideos com
esta capacidade de retencdo (KOTRBA et al., 1999).

2.5 Melhoramento Genético (gene EC20)

A levedura S. cerevisiae € um fungo unicelular ascomiceto, que pode alternar seu
ciclo de vida com fase sexuada e assexuada. Os conhecimentos sobre a genética, fisiologia e
a biologia molecular de S. cerevisiae estdo hoje mais avancados do que para qualquer outro
eucarioto, podendo as células ser manipuladas quase tdo facilmente quanto a bactéria
Escherichia coli, além disso, foi o primeiro eucarioto a ter seu genoma completamente
sequenciado.

Um dos mecanismos de tolerdncia a metais pesados esta relacionado com a sintese de
peptideos tidlicos chamados fitoquelatinas presentes em plantas, fungos e algas (GIETZ;
SUGINO, 1989; MARTIN; GRISWOLD, 2009; RAUSER, 1995). Esses peptideoas sdo
sintetizados enzimaticamente, usando glutationa (GSH) como substrato, através de uma
reacdo catalizada pela enzima fitoquelatina sintase, que € ativada pela presenca de metais
pesados.

De acordo com Yan e Viraraghavan (2000), o metal Cadmio é o mais forte indutor de
fitoquelatinas in vivo, no entanto, a sintese ndo esta relacionada somente a esse elemento.
Grill e colaboradores (1987) estudando a sintese de fitoquelatinas em uma suspensdo de
cultura de células de Rauvolfia serpentina exposta a metais pesados, conclui que no caso de
plantas, os metais induzem a sintese de fitoquelatinas na seguinte ordem decrescente: Cd2+,
Pb2+, Zn2+, Sh3+, Hg2+, As5-, Cu+, Sn2+, Au3+Bi3+.

Os microrganismos, em geral, defendem-se da presenca de ions de metais pesados
através da sintese de peptideos ricos em cisteina, tais como a glutationa (GSH), fitoquelatinas
(PCs) ou de metalotioneinas (MTSs). Esses peptideos se ligam aos ions metélicos, retendo-os
em sua superficie celular (MEJARE; BULOW, 2001; RAUSER, 1995). Varios sdo 0s
peptideos com esta capacidade de retencdo (KOTRBA et al., 1999). Uma classe de peptideos
que adsorvem diversos ions de metais foi proposta por Bae e colaboradores (2000), cuja
estratégia foi obter uma proteina andloga a fitoquelatina natural, que denominaram de
fitoquelatinas sintéticas (ECs). As fitoquelatinas sdo peptideos curtos, que contem uma
estrutural quimica consistindo de unidades Glu-Cys repetitivas. As fitoquelatinas apresentam
vantagens sobre as metalotioneinas em razdo de suas caracteristicas estruturais. As

fitoquelatinas sdo mais estaveis e tém maior capacidade de ligacdo aos metais. Além disso,
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podem incorporar altos niveis de sulfeto inorganico, o que resulta num forte aumento da sua
capacidade de ligacdo aos ions Cd2+ (BAE et al., 2003). Porém, ainda ndo foi possivel a
producdo de fitoquelatinas por engenharia genética por falta de conhecimento suficiente
sobre as enzimas envolvidas em sua sintese. Os anéalogos de fitoquelatinas sintetizados
apresentam uma ligacdo peptidica entre Glu e Cys, de tal modo que esses analogos, chamados
de ECs podem ser produzidos pela maquinaria ribossomal da célula. Além disso, EC de
diferentes comprimentos de cadeia podem ser produzidos, apresentando diferentes
capacidades de ligagdo aos metais. Bae e colaboradores (2000) clonaram em E. coli genes
sintéticos que codificam EC. Esses autores construiram fusdes entre EC de diferentes
comprimentos em uma proteina de superficie de E. coli, tendo verificado que uma cadeia de
apenas 20 unidades poliméricas de EC apresenta uma capacidade de ligacdo aos ions Cd2+
40% maior que as metalotioneinas de mamiferos (BAE et al., 2002).

Assim, o intuito desse trabalho foi selecionar fungos isolados a partir de ambientes
aquaticos contaminados por ions de metais pesados que conseguissem acumular altas
concentracdes destes ions (Pb, Cd, Cr e Hg) em sua superficie celular se mostrando como
potenciais microrganismos miorremediadores, além de um esfor¢o no sentido de transformar
uma cepa controle de Saccharomyces cerevisiae com 0 gene sintético andlogo as
fitoquelatinas naturais, o EC20 afim de que tal levedura se tornasse mais eficiente no

processo de retencdo dos metais pesados.
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3 OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi isolar de ambientes aquaticos e identificar espécies de fungos
tolerantes a metais pesados com capacidade de concentracdo destes compostos em sua
superficie celular e a insercdo de genes exdgenos ao DNA de fungo, que confere uma maior

capacidade de absorcdo de metais pesados em sua superficie celular.

3.10bjetivos especificos

Isolar e identificar fungos em amostras de dgua do Rio Tieté e Represa Billings de diferentes
pontos de coleta;

Identificar morfologicamente e molecularmente as espécies fangicas;

Selecionar os fungos quanto a sua capacidade de crescimento frente aos ions de metais
pesados (Chumbo, Cromo, Cadmio e Mercdrio);

Determinar a velocidade de crescimento radial frente aos ions de metais pesados;

Avaliar a distribuicdo dos metais pesados na célula flngica;

Construir vetores de expressao para expressar o gene EC20 analogo a fitoquelatina nos fungos
controle Saccharomyces cerevisiae;

Realizar transformagdo flingica de S.cerevisiae, inserindo genes exdgenos em vetores de
clonagem e de expressdo com o intuito de melhorar a capacidade de remoc¢do dos ions de

metais pesados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem

Amostras de agua (500 mL) e sedimento (500g) foram coletadas a partir de diferentes
pontos em ecossistemas aquaticos (Rio Tieté e Rio Pinheiros) situados na regido
metropolitana do estado de S&o Paulo. Os pontos de coleta foram selecionados juntamente
com os técnicos da CETESB a partir de estudos prévios, levando-se em conta os locais
(Tabela 1) de maior ocorréncia de contaminacdo por ions de metais pesados (no sedimento e
na coluna d’agua) de acordo com relatérios produzidos pela CETESB nos tultimos anos
(CETESB, 2013). Na figura abaixo (figura 2) esta representada a localizacao simplificada dos
locais onde foram coletadas as amostras de agua e sedimento (Unidades de Gerenciamento de
Recursos Hidricos 6 e 10). As amostras foram retiradas de cada local pelos técnicos da
CETESB, utilizando as devidas técnicas de coleta e amostragem para agua e sedimento e
acondicionadas em frascos estéreis, transportadas sob refrigeracdo para o laboratodrio,
armazenadas e processadas em até 24 horas apds as coletas. Foram amostradas e analisadas
amostras de 4gua em pontos estrategicamente determinados (figuras 3a e 3b). Estes pontos de
amostragem se localizam na regido metropolitana de Sdo Paulo ou préximos a esta. As
amostragens foram realizadas a cada 2 meses, obedecendo a rotina de amostragem e analise
da CETESB para os pontos escolhidos - analise bimestral de amostras da coluna d’agua (10
pontos amostrados) e analise anual do sedimento (4 pontos amostrados) totalizando 64

amostras ao longo do ano de 2013.
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Figura 2- Classificagdo das UGRHI’s (Unidades de Gerenciamento de Recursos Hidricos)

CLASSIFICACAO
DAS UGRHIS

[l Agropecuaria

[0 Conservagao

B Em Industriakzacao
M Industrial

Mapa do Estado de Sdo Paulo apresentando a localizagdo das UGRHI s(Unidade de

Gerenciamento de Recursos Hidricos.

Figura 3 - Coleta de amostras (a) Coleta de Sedimento; (b) coleta de &gua; (c) acondicionamento das
amostras
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Figura 4 - Mapa da UGRHIs 6
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Tabela 3- Pontos de Coleta de agua e sedimento durante o periodo de um ano.
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Pontos de | Tipo de UGRHI’s
Local de Amostragem LAT.S/Long. W
Coleta Amostra
BILL 02100 | Agua Represa Billings - No meio do corpo central, na | 23 45 16 /46 38 40
BILL 02100 Sedimento | dire¢do do braco do Bororé. S. Bernardo do Campo. | 23 47 11 /46 38 49
i Represa Billings - No meio do corpo, sob a ponte da
BILL 02500 | Agua ) i 234727/463554
rodovia dos Imigrantes. S. Bernardo do Campo.
Represa do Rio Grande - Préximo a Rodovia
RGDE 02900 | Agua Anchieta, junto a captacdo da SABESP. S. |234607/463200
Bernardo do Campo.
Represa do Rio Grande - No corpo central, & 2 Km
RGDE 02900 | Sedimento | da barragem, em frente ao Clube do BANESPA. S. | 23 46 40/ 46 30 42
Bernardo do Campo
Represa do Rio Grande - No Clube Prainha Tahiti
RGDE 02200 | Agua Camping Nadtica, na altura do Km 42 da Rodovia | 23 44 23/ 46 26 44
SP-31. Ribeirdo Pires. 06
Rio Tieté - Ponte na Rod. Ayrton Senna, a montante
TIET 04150 Agua do Parque Ecoldgico, antes da saida 19. Aeroporto | 23 28 36 / 46 29 55
de Guarulhos. Guarulhos
] Rio Tieté - A 800 metros a jusante da Barragem da
TIET 04160 Sedimento . ) 232945/46 3208
Penha, embaixo da rede elétrica. Guarulhos.
Ribeirdo dos Meninos - Ponte Av. do Estado , na
NINO 04900 | Agua divisa dos municipios de Sdo Paulo e Sdo Caetano | 23 36 00/ 46 34 43
do Sul. Séo Paulo.
) Ribeirdo Itaquera - Ponte a cerca de 70 metros da
KERA 04990 | Agua S 232850/ 46 26 25
sua foz no Rio Tieté. Sdo Paulo
3 Rio Pinheiros — Proximo a sua foz no Rio Tiéte, na
PINH 04900 | Agua ] 233152/46 4454
Estrutura do Retiro. S&o Paulo
3 Represa de Rasgdo — Proximo das comportas do
TIRG 02900 | Agua . o 232258/4701 46
Reservatério de rasgdo. Pirapora do Bom Jesus.
Represa de barra Bonita — No meio do corpo
TIBB 02700 | Agua central, na direcdo do Cdrrego Araquazinho. Sdo | 22 32 39/ 48 26 48 10
Manuel
) Represa de Barra Bonita — No meio do corpo
TIBB 02900 | Sedimento 223123/483108

central, a 300 metros da barragem
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4.2 ldentificacdo macromorfoldgica e micromorfoldgica

A identificacdo morfologica dos fungos previamente isolados foi realizada pela
inoculacdo de 10ul de suspensdo de conidios no centro de placas de Petri contendo 20 mL de
meio de Agar Batata Dextrose (BDA) (DIFCO) e as placas foram mantidas em estufa a 25°C.
Durante o crescimento, os fungos foram observados em relagdo as caracteristicas de cor,
tamanho, textura da col6nia e verso-reverso. Os fungos foram também submetidos a técnica
de microcultivo (RIDDELL, 1950), para a verificacdo de suas caracteristicas microscopicas.
Os fungos foram identificados em nivel de género de acordo com os compéndios de Barron
(1972), Arx (1974), e Pitt e Hocking (2009).

4.3 ldentificagdo molecular dos fungos

4.3.1 Extragdo do DNA

Apds identificacdo macro e micromorfolégica prévia, os fungos isolados foram
cultivados em meio YES (Extrato de Levedura, Sacarose e Agar) e mantidos em estufa a 25°C
durante cinco dias. Ap6s o periodo de crescimento, o micélio foi raspado e colocado em
microtubos. O micélio foi processado com o kit comercial PrepMan Ultra (Applied
Biosystem) para extracdo do DNA (seguindo as recomendacdes do fabricante). Este foi
aquecido em banho-Maria por 15 minutos a 100°C e centrifugado por 7 minutos a 14000 rpm.
O sobrenadante foi recolhido e transferido para um segundo tubo. O DNA extraido foi
quantificado em Nanodrop (Applied BioSystems) em seguida diluido a concentracéo ideal

para a realizacdo da PCR.

4.3.2 Amplificacéo da regido ITS pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em volume final de 25 pl, contendo 10
pmol de cada um dos iniciadores, 1,5 pl de MgCl; (25 mM), 1,0 pl de dNTP (5 mM) 2,5 ul de
tampéo da Taq 10X, 1U de Tag DNA Polimerase e 20 ng de DNA (Fermentas). Foram
utilizados os  oligonucleotideos  iniciadores  ITS-1 e ITS-4. (ITS1 -
TCCGTAGGTGAACCTGCG e ITS 4 —- TCCTCCGCTTATTGATAT) (SCHIESTL; GIETZ,

1998). Estes oligonucleotideos sdo complementares as regides do rDNA 18S e 28S e
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permitem amplificar parcialmente o rDNA 18S (ANDERSON; CAIRNEY, 2004). O

marcador de peso molecular utilizado foi de 1 Kb DNA ladder (Invitrogen).

4.3.3 Purificacao dos fragmentos amplificados

Os fragmentos gerados pela técnica de PCR utilizando o par de iniciadores ITS1 e
ITS4 foram purificados em seguida utilizando o kit para purificagdio (EXO/SAP - GE
Healthcare) seguindo instrucdes do fabricante. Apos a reacdo da PCR ser confirmada por gel
de agarose 1,2%, foram adicionadas as amostras resultantes da PCR, 1mL de exonuclease e
shrimp alkaline phosphatase a fim de purificar as amostras. Feito isso, as amostras foram

quantificadas utilizando o equipamento Nanodrop (Applied Biosystems).

4.3.4 Sequenciamento da regido ITS

A reacdo de sequenciamento foi realizada em termociclador Applied Biosystems
Thermocycler GeneAmpR9700, utilizando 0,8 uL do BigDye Terminator v3.3. (Applied
Biosystems), 3uL do tamp&o para BigDye, 1 uL do iniciador (4 uM), 10 uL de agua MilliQ
esterilizada e 1 uL. de DNA (10 a 20 ng). As condigdes da reacdo foram: 95°C (2 minutos), 25
ciclos de 96°C (20 segundos), 55°C (20 segundos) e 60°C (4 minutos). Apds a reacdo, as
amostras foram purificadas utilizando 60 uL de isopropanol 100% e 30 uL de agua MilliQ,
em seguida, incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente. Ap6s centrifugacdo por 14000
rpm (25 minutos), o sobrenadante foi descartado e 150 uL de isopropanol 75% adicionados. O
material foi centrifugado novamente a 14000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante descartado
e 0 tubo seco em Speed Vacum. As amostras foram ressuspendidas em formamida Hi-Di
(Applied Biosystems), desnaturadas a 95°C por 2 minutos e incubadas em gelo por 1 minuto.
Em seguida foram aplicadas as colunas capilares contendo o polimero POP6 no sequenciador
automaticoAbi Prism R Genetic Analyser (Applied Biosystems). As sequéncias foram
editadas utilizando o software BioEdit v7.0.9.0 e posteriormente alinhadas com o Blast dos
bancos de dados, GeneBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

4.4 Determinacdo da velocidade de crescimento radial frente aos ions de metais pesados

Os microrganismos isolados e identificados na etapa anterior foram testados quanto a

sua velocidade de crescimento radial em placa de Petri. A sele¢cdo dos microrganismos foi
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realizada através de plaqueamento em meio BDA (DIFCO) suplementado com metais pesados
(Pb(CH3COOQ), / CdCl, / K,Cr,0; / HgCl,) fazendo-se uma inoculagdo pontual de conidios
no centro da placa de Petri contendo o meio de cultura. Para a obtencdo da suspensao de
conidios, uma suspensdo de conidios foi preparada e contada em camera de Neubauer e
padronizada uma contagem de 1x10° ufc/mL. Foi preparada uma suspensdo de conidios em
agar 0,1% e realizada a inoculagdo com um micropipetador, para evitar espalhamento de
conidios sobre a superficie. Os cultivos foram mantidos em estufa a 30°C por cinco dias,
sendo medido o diametro da area recoberta pelo fungo a cada 24 horas. Foram medidos seis
raios em cada placa, diariamente de acordo com o protocolo desenvolvido por Colla e
colaboradores (2008) com modificagdes. Os resultados foram plotados em um gréfico e

analisados segundo a seguinte equacao:
r(t)=a+ Verit
Onde r(t) é o raio da colbnia (cm), a € a constante da regressdao linear, Vcré a

velocidade de crescimento radial (cm/dia) e t € o tempo de cultivo (dia). Na figura abaixo (fig.

3), um esquema de como foi realizada a leitura diaria dos raios da col6nia.

Figura 6 - Leitura diaria dos raios esquematizado
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4.5 Transformagdo genética de Saccharomyces cerevisiae

Para validar a metodologia de transformacdo genética em leveduras, o gene EC20 foi
sintetizado e inserido em dois vetores Yip351 e Ycp22. Estes vetores foram cortados com

enzimas de restricdo BamHI e HindlII.
4.5.1 Desenho dos iniciadores especificos

Para que os iniciadores tivessem 0s mesmos sitios compativeis de restricdo, foram
desenhados iniciadores do gene sintético EC20 (BAE, 2003) com sitios de inser¢cdo BamHI e
HindlIll e cap. Os iniciadores foram desenhados seguindo o esquema abaixo e sintetizados em

termociclador:

—_—
|1 ICC - GAATOTGAATOTOAATUTUAATGTGA: \GTGTGAATGTGAGTGOGAATGCGAA

i
CTCACGCTTACGCTTACGC TTACA CTTACG R R A A AR RN A T TG 1 11

4.5.2 Eletrodiluicdo

Apos a sintese do gene EC20 as bandas foram cortadas e colocadas em membranas de
dialise com TBE 1/10. Em seguida, as extremidades da membrana de dialise foram fechadas e
colocadas em cuba e aplicado um potencial de 400V por 10 minutos. O vetor linearizado com

o inserto foi colocado em microtubos.
4.5.3 Preparo de Escherichia coli competentes

A cepa de Escherichia coli RR1 foi inoculada em placa de LB (Luria Bertani)e
crescida por 2 horas e 30 minutos a 37°C a 150rpm. Logo apds, as células foram coletadas em
tubo de50mL e centrifugadas por 10 minutos a 4°C a 2000rpm.As células foram entdo

suspendidas em 10mL de CaCl2 10mM e centrifugadas novamente por 10 minutos a 4°C a
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2000rpm. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 10mL de CaCl2, 30mM e deixadas
em gelo por 30 minutos. Apds esse tempo, foram centrifugadas por 10 minutos, a 4°C a
2000rpm. O pellet foi suspendido em 5mL de CaCl2 30mM. As células permanecem

competentes por 4 horas.
4.5.4 Transformacao de E.coli competentes

Apds a preparacdo dos vetores YIp351 e YCp22, 200uL de células competentes foram
adicionadas a cada solucéo contendo o vetor. A mistura de célula e vetor foi mantida em gelo
por 10 minutos,submetida ao choque térmico por 2 minutos 42°C , seguida de 30 segundos no
gelo. Foi adicionado 1 mL de LB com posterior incubacdo a 37°C por 30 minutos, e em
seguida, centrifugadas por 3 minutos. Apds isso, as células foram plaqueadas em LA (Luria

Bertani Agar).

Figura 7 - Vetores de trasformacédo (a)TIp351-EC20; (b) YCp22-EC20

YIp351-EC20 | (/ YCp22-EC20

A 4508 bps I . 4958 bos . |
|

4.5.5 Mini-Prep

Da cepa de E.coli transformada, foram escolhidas 3col6nias para a extracdo de plasmideos
contendo os insertos. Em 1mL de solugdo I (50mM Glucose, 25mMTris-Cl pH8.0,20mM
EDTA) gelada foi adicionado 5 mg de lisozima e 4 uL de RNase(10mg/L). Em microtubo foi
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coletado e dissolvido, fazendo uso de um palito, um indculo da bactéria. Foi adicionado
aliquota de 200uL da solucéo 11(0.2m NaOH e SDS 1%) e em seguida 150 uL de solug&o 11
(7.5NH40ACc), misturadas por inversdo. O volume foi centrifugado por 3 minutos e o
sobrenadante transferido para novos microtubos contendo solugdo 300uL de Isopropanol. O
volume foi novamente misturado por inversdo e centrifugado por 5 minutos. O pellet restante

foi lavado 2 vezes com ETOH 80%, seco e ressuspendido em agua milliQ.

4.5.6 Digestdo do plasmideo de E.coli

Foi feito um gel de agarose (1%) para verificar o tamanho dos plasmideos extraidos. A
partir dai, foi selecionado 4cepas que apresentaram bandas mais escuras no gel para proceder
novamente a extracdo de plasmideos dessa vez em larga escala. Para isso foi utilizado o kit
PureYeld™PlasmidMiniprep System (PromegaCo., Madison, W1, EUA).

4.5.7 Extracdo de pDNA de bactéria — Triton — prep (media escala)

As células foram raspadas das placas contendo meio LA e suspendidas em 2mL de
tampé&o de lise (lisozima, Tris, EDTA, Sucrose e ribonuclease) e incubado em gelo por 30
minutos. Apos esse periodo foi adicionado 1mL de TET (3X) de Mix de lise ( Triton X-100,
EDTA,Tris e Agua), misturado e centrifugados por 10 minutos em tubos abertos. O
sobrenadante foi coletado e adicionado 1V de solucdo saturada de fenol, extraido e
centrifugado por 5 minutos 4°C 4000rpm. Coletou-se a fase aquosa e 1/20V de NaCl 5M, 3 V
de ETOH 100% foi adicionado e novamente centrifugado por 10 minutos 4°C 4000rpm. O
precipitado foi ressuspendido em 300 uL NH4OAc 2M, adicionado 1 mL ETOH 100%,
misturado, centrifugado em temperatura ambiente por 5 minutos. O precipitado foi lavado 2x

com ETOH80%. As amostras foram secas em speed vac e suspendido em 100uL de H20.

4.5.8 Transformacao de leveduras

Foi coletado uma alcada da col6nia de S. cerevisiae a ser transformada e inoculada
em 10ml de YPD (pré-indculo). A cultura foi mantidasob agitacdo de 140 rpm a 30°C por 16
horas e transferido, no dia seguinte, 0.5ml do pré-inéculo em 10ml de YPD fresco (OD a 600
nm ~0.1) . O material foi novamente incubado por 4 horas a 140rpm, 30°C; (OD 600nm

entre 0.6 e 1.0). Em seguida, foi transferido para tubo coénico 15ml, centrifugado a 1800rpm
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ou 600g a 21°C por 3min, descartado o sobrenadante e adicionado 5ml de TEL (10mM Tris-
Cl pH7.5, 1ImM EDTA, 0.1M Acetato de Litio) e ressuspendido. O volume foi novamente
centrifugado a1800rpm a 21°C por 3minutos, descartado o sobrenadante e ressuspendido em
0.2ml de TEL. Aliquota del00ul foi adicionada em cada tubo, 5ul de DNA carrier
desnaturado (Salmdo) foi adicionado na parede superior do microtubo e sobre esta gota
adicionado 5ul do DNA a ser transformado (1-10g). A gota foi deslocada para baixo do tubo
(junto as células) e deixado agir por 15 minna bancada. Aliquota de 0,7ml de PEG (4000)
40%em TEL foi adicionado e deixado agir por 30 min em temperatura ambiente. Os tubos
foram transferidos parabanho Maria (42°C por 10min.), Adicionado 0,7ml de TE em cada
tubo e centrifugado a 13500rpm por um minuto. O sobrenadante foi descartado elml de TE
foi adicionado. O tubo foi invertido e descartado o TE e ressuspendido com o que sobrou.
Este volume foi semeado em meio WO seletivo apropriado. Os clones crescidos foram
selecionados para posterior testes de retencdo de metais pesados.

4.6 Transformacéo de Trichoderma sp. por Agrobacterium tumefasciens

4.6.1 Teste de sensibilidade das cepas de Trichoderma sp. frente a higromicina B

A inibicdo do crescimento de Trichoderma pelo antibiético higromicina B foi
determinada antes dos experimentos de agrotransformacdo. Para a determinacdo da CIM
(concentracdo inibitéria minima) a linhagem flngica foi inoculada em placas de petri
contendo meio BDA (Batata Dextrose Agar, Merck) contendo diferentes concentragdes de
higromicina B(0; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 pg.mL-1). Para cada concentragdo de
higromicina B foram avaliadastrés cultivos. As culturas foram incubadas a 28 °C durante sete

dias e ent&o o crescimento do fungo foi avaliado e a CIM determinada.

4.6.2 Cepas de A.tumefasciense vetor de transformacao

A. tumefasciens linhagem EHA105 contendo o vetor de transformacdo de fungosn
pFAT-gfp (Figura 2) foi gentilmente cedida pela Dra. Léia C. de Lima Favaro (Laboratorio de
Genética de Microrganismos, Departamento de Genética, Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz”, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, Brasil), para a realizacdo dos
estudos desse trabalho. O vetor binario de transformacdo presente na linhagem EHA105 foi
cedido a Dra. LéiaC. de Lima Favaro pelo Dr. Kim M. Plummer (CSIRO Plant Industry,
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Australia). Esse vetor contém, na regido do T-DNA, o gene de resisténcia a higromicina B
(hph) de E. coli, sob controle do promotor do gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(gpd) de Glomerella cingulata, bemcomo o gene da proteina verde fluorescente (gfp), sob
controle do promotor do gene gpd deAspergillus nidulans (Figura 2) (FITZGERALD et al.,
2003).

Figura 8 - Vetor de transformacdo pFAT
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higromicina B de E. coli; (trpC3’) sinal de terminagdo transcricional do gene trpCde A.
nidulans; (An p-gdp) promotor do gene gliceraldeido-3-fosfato de A. nidulans; (Gc p-gpd)
promotor do gene gpd de G. cingulata; (Gcgpd 3°) sinal de terminacdo transcricional do gene
gpd de G. cingulata; (SpR) gene de resisténcia a espectinomicina; (RK2 oriV) origem de
replicacdo vegetativa RK2; (RK2 oriT) origem de transferéncia RK2; (322 ori) origem de
replicacdo de pBR322; (trfA) gene de replicacdo trfAde RK2; (gfp) gene da proteina verde
fluorescente pGreenLantern (Life Technologies). Fonte: Fitzgerald et al. (2003).

4.6.3 Transformacao genética de T. por A. tumefasciens
A transformacdo da linhagem flngica foi realizada de acordo com o protocolo descrito por

De Groot et al. (1998) com modificagdes. A. tumefascienslinhagem EHA105, carregando o

plasmideopFAT-gfp, foi construido por Fitzgerald et al. (2003)recuperada do estoque em
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glicerol, cultivada durante 72 horas a 28° C em meio YEP solido suplementado com
espectinomicina (200 mg.mL-1) erifampicina (100 mg.mL-1). Uma col6nia isolada foi
transferida para frasco de vidro contendo30 mL de meio YEP liquido suplementado com
espectinomicina (200 mg.mL-1) e rifampicina(100 mg.mL-1) e incubada a 28° C por 16 horas
sob agitacdo (180 rpm). Uma suspensdo de células da agrobactéria foi diluida para uma
densidade Optica (DO600) de 0,15 em meio de inducdo (10 mM de K2HPO4, 10 mM
KH2PO4, 2,5 mM de NaCl, 2,0 mM de MgSO04, 0,7 mM deCaCl2, 9,0 uM de FeSO4, 4,0
mM de (NH4)2S04, 0,5% (v/v) de glicerol, 10 mM de glicose e40 mM de &cido 2-[N-
morfolino]-etanossulfonico esterilizado por filtragdo, pH 5,3, e adicionado ao meio de cultura
apos autoclavagem) na presenca ou auséncia de acetoseringona (AS) (Fluka),na concentracdo
de 200 mM em volume final de 20 mL. As células foram incubadas a 28°C sob agitacdo (180
rpm), por um tempo adicional até que a cultura alcancasseDO600 de 0,7. Nas condigdes
utilizadas, o tempo de indugéo de competéncia foi de aproximadamente 8 horas. No intervalo
de crescimento da cultura bacteriana, conidios da linhagemfingica foram suspensos em agua
e contados em camara de Neubauer. A suspensdo de conidios foi misturada com 30 mL de
meio BD (caldo de 200 g de batata e 20 g de dextrose em 1 L de agua, [pH 6,0]) e incubada a
28°C sob agitacdo (180 rpm)para indugdo da germinacdo dos conidios. Apds 8 horas, a
suspensdo de conidios foi centrifugada e ressuspendida em &gua destilada para ajustar a
concentracdo a 1 x 108 conidios.mL-1. Em seguida, essa suspensdo de conidios foi misturada
as suspensdes de Agrobacterium (DO660 = 0,7)de modo a obter a concentracdo de 1 x 107
conidios.mL -1 num volume de 20 mL, com e sem AS(200 mM ou 400 mM). Essa mistura foi
semeada (200 mL) sobre membrana de papel de filtro(8 mm de porosidade e 90 mm de
diametro, Quanty®, Germany) ou membrana de nailon(0,45 mm de porosidade, Amersham
Hybond N+), que estavam posicionadas sobre meio de inducdo sélido (10 mM de K2HPO4,
10 mM KH2PO4, 2,5 mM de NaCl, 2,0 mM de MgS04,0,7 mM de CaCl2, 9,0 uM de FeSO4,
4,0 mM de (NH4)2S04, 0,5% (v/v) de glicerol, 5,0 mM deglicose, 20g de agar e 40 mM de
acido 2-[N-morfolino]-etanossulfonico esterilizado por filtracdo,pH 5,3, e adicionado ao meio
de cultura ap6s autoclavagem) contendo AS (200 mM ou 400 mM)ou ndo (placas controle).
As culturas foram incubadas a 25°C durante 36 horas. Apés esse periodo, que é denominado
tempo de co-cultivo, as membranas foram transferidas para placas contendo meio de cultivo
BDA (Merck) suplementado com 200 pg.mL-1 de higromicina B(Invitrogen Life
Technologies) e 200 pg.mL-1 de cefoxitina sddica (Eurofarma) e incubadas a28°C por 15
dias. Em metade das placas foram adicionados 5 mL de meio BDA (Merck) sélido

suplementado com 200 pg.mL-1 de higromicina B e 200 ug.mL-1 de cefoxitina sédica sobre a
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membrana. A cefoxitina sédica € usada para eliminar a bactéria, e a higromicina B para
selecionar as coldnias fangicas transformantes. As placas foram avaliadas 5, 10 e 15 dias ap0s
a transferéncia das membranas. As colonias resistentes a higromicina B, visualizadas apds 5,
10 e15 dias, foram contadas e repicadas para placas de Petri contendo meio de cultivo seletivo
(BDAsuplementado com 200 pg.mL-1 de higromicina B) para posterior purificacdo e
armazenamento. Foram realizados dois experimentos de transformacdo, mantendo as mesmas
condicdes, com oobjetivo de avaliar a consisténcia do protocolo adotado no que diz respeito a

repetibilidade ecapacidade de obtencédo de transformantes.

4.7 Microscopia Eletronica de Transmisséo

Microscopia eletronica de transmissao foi realizada com o emprego das cepas de S.
cerevisiae e Trichoderma antes e apds a transformacdo Genética. Uma cepa de Trichoderma
harzianum, isolada da agua, sendo esta resistente a todos os metais pesados testados no
presente trabalho (Pb, Cd, Cr e Hg).

A cepa foi cultivada em caldo LB (marca?) acrescido de Chumbo, Cadmio, Cromo,
Mercdrio, caldo multimetais e controle negativo. A partir do crescimento dos fungos (5dias) o
caldo foi filtrado a fim de se obter biomassa que foi enviada para o setor de microtomia para a
realizacdo dos cortes. Os cortes foram examinados em microscopio eletronico JEOL no

departamento de Fisica da Universidade de Séo Paulo.

4.7.1 Preparo das amostras para a microscopia eletronica de transmissdo (MET)

Para a andlise de MET, as amostras foram fixadas em tampédo cacodilato (2% de
gluteraldeido, 2% de paraformaldeido, 0,001M de CaCl2 e 0,05M de tampdo cacodilato de
sodio, a pH7,2) durante 3 horas. Ap6s esta incubacdo inicial foram feitas trés transferéncias
dos materiais, com incubacdo em cada uma delas de 15 minutos em tampéo cacodilato de
sodio 0,1M. Posteriormente o material foi fixado em OsO4 (1% no mesmo tampdo por 2
horas a 4°C. O material foi lavado trés vezes por 5 minutos em solucéo salina (NaCl 0,9%) e
corado utilizando solucdo de acetato de uranila (2,5%) por 16 horas a 40C. Em seguida, as
amostras foram desidratadas em série de concentracfes de acetona nas concentracdes de 25,
50, 75, 90 (2 vezes) e 100%(3 vezes), sendo a imersdo de 10 minutos em cada diluicdo, com
excessdo da acetona pura, onde a imersdo foi feita por 20 minutos. Ap6s a desidratacdo, o

material foi embebido em resina spurr nas concentracdes crescentes de resina, sendo
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posteriomente emblocado por 48 horas a 60°C em estufa. As seccdes foram cortadas em
ultramicrotomo e os cortes foram corados utilizando acetato de uranila 2,5% por 10 minutos e

citrato de chumbo por 6 minutos.
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5 RESULTADOS
5.1 Isolamento e identificacdo de fungos

Foram isoladas durante o estudo, 340 espécies de fungos nas amostras de agua e
sedimento provenientes de pontos de coletas dos rios Tieté e Represa Billings. Durante o
periodo de amostragem, setembro foi o periodo que mais se isolou fungos, como mostra a

figura 8.

Figura 9 -Quantidade de fungos isolados por bimentre
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Na figura 9, esta representada a distribuicdo da quantidade de fungos isolados em cada
ponto de amostragem ao lungo do ano durante as 6 datas de coleta. Nota-se que 0 més de
setembro foi prevalente em termos de quantidades de fungos isolados. A regido onde
podemos observar maior quantidade de isolados ao longo do ano foi no ponto TIET 04150
(Rio Tieté - Ponte na Rod. Ayrton Senna, & montante do Parque Ecoldgico, antes da saida 19.
Aeroporto de Guarulhos. Guarulhos - 23 28 36 / 46 29 55), seguido da regido NINO 04900
(Ribeirdo dos Meninos - Ponte Av. do Estado , na divisa dos municipios de Séo Paulo e Séo
Caetano do Sul. S&o Paulo. - 23 36 00 / 46 34 43) e RGDE 02200 (Represa do Rio Grande -



52

No Clube Prainha Tahiti Camping Nautica, na altura do Km 42 da Rodovia SP-31. Ribeiréo

Pires. - .23 44 23 / 46 26 44) ambos situados na UGRHI 6.

Figura 10 - Quantidade de fungos isolados por ponto de amostragem
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Os isolados fungicos, foram identificados através de provas morfoldgicas (macro e

microscopicas) e sequenciamento da regido ITS. Todos os fungos isolados apresentaram

resisténcia a pelo menos um ion de metal pesado (Pb, Cd, Cr e Hg) usado para o screening.

Entre os fungos filamentosos isolados (n=262 — 77%), os géneros Penicillium (16%),
Trichoderma (11%),Aspergillus(7%), Cladosporium (5%),Fusarium (4%) eEpicoccum (1%)

foram os mais frequentes.

Dentre os 78 isolados fungicos, classificados como leveduras foram identificados

utilizando morfologia classica e seqlienciamento do gene ITS. Dentre as leveduras

isoladas,foram identificadas com maior frequencia as seguintes espécies: Rhodotorulaspp.

(5%); Candida spp. (4%);Pichia spp. (3%); Trichosporon spp. (3%);Cryptococcus (2%).

Os fungos pertencentes aos seguintes generos foram isolados uma Unica vez em todo o

periodo de coleta: Pleosporales sp.; Ascochytasp; Peniophorasp;. Pseudozymasp;.

Phialophorasp;. Bipolaris sp.; Leptosphaeria sp.; Emericellopsis sp.; Plectospharella sp.;
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Capnodium sp.; Cerebella sp.; Curvularia sp.; Hormonema sp.; Evlachovaea sp.; Exophiala
sp.; Debaryomycessp.; Phialemonium sp.; Lophiostoma sp.; Parastagonospora sp.;
Wickerhamomyces sp.; Phaeosphaeria sp. Dothideomycetessp.; Microdochium sp.;

Stagonosporasp.;. Beauveria sp.

5.2 Avaliacdo da resisténcia e velocidade de crescimento radial dos fungos frente aos
ions de metais pesados

Os testes de crescimento radial revelaram as cepas mais eficientes no crescimento em
meios contendo altas concentracfes de metais pesados. Os resultados demonstraram que a
totalidade dos fungos isolados foi resistente a pelo menos um dos metais pesados testados.
(Anexo 1).

Dos isolados testados, uma cepa Trichoderma sp. demonstrou maior velocidade de
crescimento radial frente a cada um dos metais pesados. O fungo apresentouVCR de
0,9cm/dia (Pb), VCR de 0,7cm/dia (Cd), VCR de 0,8cm/dia e VCR de 0,9cm/dia(Hg.

Em nosso estudo, no geral, fungos do género Trichoderma se comportaram de forma
diferente dos outros géneros fungicos, crescendo muito rapidamente logo no primeiro dia apds
a inoculacdo dos conidios e se espalhando pela placa de Petri, dificultando a leitura do
crescimento radial. Por esse motivo, os testes de crescimento radial com isolados fungicos
desse género foram repetidos, utilizando placas de Petri maiores (150 mm) a fim de obter uma
avaliagdo mais precisa do crescimento radial destes fungos em meio contendo 0s metais
pesados.

Em nosso estudo a prevaléncia de Trichoderma atroviride (n=10), acompanhado de T.
harzianum (n=7), seguido porT. asperellum (n=6) e T. longibrachiatum(n=5), demonstra a
capacidade de este género fungico habitar locais com altas concentracdes de metais pesados

sem prejuizo para a espécie, mantendo a integridade da célula.
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Figura 11 - Prevaléncia de fungos do género Trichoderma
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Todos os 340 isolados fungicos foram submetidos aos testes de retencdo de metal
pesado obtendo altos valores de Velocidade de Crescimento Radial. Assim sendo 214 (63%)
isolados cresceram na presenca de Chumbo na maior concentragdo testada (1g/L). Além de
fungos do género Trichoderma, uma cepa do fungo Curvularia afinis também demonstrou
alta capacidade de crescer em meio contendo alta concentracdo do metal pesado Chumbo.
Esta cepa apresentou uma velocidade de Crescimento Radial de 0,3cm/dia.
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Figura 12 - Espécies resistentes @ maior concentracdo de Chumbo testada
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Destes 340 isolados submetidos ao teste fungicos, 96 (28%) isolados foram resistentes
ao Cadmio na maior concentracdo testada de 0,5g/L. Seguido dos géneros Trichoderma, uma
cepa do género Penicillium apresentou alta Velocidade de Crescimento Radial na maior
concentragdo testada que foi de 0,26cm/dia na concentracdo de 0,5g/L de Cadmio. Todos os
isolados (sem excecdo) que foram submetidos ao teste de crescimento radial em qualquer

concentragcfes do ion Cadmio, ndo conseguiram esporular.
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Figura 13 - Espécies resistentes a maior concentracdo de Cadmio testada
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38/340 (11%) isolados se apresentaram resistentes ao Cromo na concentracdo mais
alta testada de 0,250¢/L. Fungos do género Trichoderma foram os mais eficientes em crescer
em meios acrescidos de ion Cromo e em seguida, um fungo do género Aspergillus

apresentando uma Velocidade de Crescimento Radial de 0,42cm/dia.
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Figura 14 - Espécies resistentes a maior concentracdo de Cromo testada
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Dos isolados fungicos testados, dois isolados apresentaram resisténcia ao Mercurio na
concentracdo de 0,250¢/L desde o primeiro dia de leitura do teste. 52 (15%) isolados
cresceram com alta taxa de Velocidade de Crescimento Radial na concentragdo 0,125g/L e
0,062g/L. Houve crescimento em concentracfes mais altas também, no entanto, o crescimento
aconteceu a partir do segundo e terceiro dia. Além dos fungos do género Trichoderma, o
fungo Microsphaeropsisarundinis apresentou Velocidade de Crescimento Radial de 0,24

cm/dia.
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Figura 15 - Espécies resistentes @ maior concentracdo de Mercurio testada
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Finalmente, 93 dos 160(28%) isolados fungicos testados apresentaram crescimento em
todos 0s meios contendo os quatro metais pesados, indicando que esses microrganismos
talvez sejam os mais indicados ou apropriados para o fim a que se destina essa pesquisa, Visto
que estes possuem mais estratégias de sobrevivéncia, pois sdo mais versateis em seus
mecanismos de resisténcia e talvez de retencdo de metais pesados. Basta saber se séo
eficientes na retencéo destes metais através da superficie celular ou por outros mecanismos.

Dentre os isolados testados, estdo algumas leveduras que apresentaram altas taxas de
Velocidade de Crescimento Radial. Os resultados dos testes indicam que a populagéo
microbiana que habita locais poluidos pode ter a capacidade para resistir a concentracdes
muito mais altas e, assim, os esfor¢os devem ser direcionados em revelar e explorar o seu

potencial real.
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5.3 Transformacgdo Genética de S. cerevisiae

Em relacdo a transformacdo de levedura, a cepa de Saccharomyces cerevisiae foi
transformada com os vetores Y1p351 e YCp22 contendo o inserto do gene EC20 que tem a
capacidade de quelar metais pesados. Os transformantes foram testados posteriormente quanto

a capacidade aumentada de quelar metais pesados em sua superficie celular.

5.4 Transformacao Genética de Trichoderma sp.

Em relacdo a otimizacdo do protocolo de transformacdo fungica, os fungos testados
(espécies do género Trichoderma) foram transformados utilizando a bactéria Agrobacterium
tumefasciens contendo o vetor pFAT possibilitando assim a transformacéofingica dessa vez

contendo o gene de interesse EC20.

5.5 Microscopia Eletronica de Transmisséo

Em relacdo a Microscopia Eletrénica de Transmissdo, a cepa testada de Trichoderma
harzianum, mostrou através de imagens e analise dos EDS ( Energy-DispersiveSpectroscopy)
uma retencdo tanto na superficie celular quanto no seu interior como mostrada na figura
abaixo (Fig 5).

Fig 16 — Microscopia Eletrénica de cepa de Trichoderma harzianum
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Figural?7 - Microscopia Eletrénica de Transmissdo (a) antes e (b) depois da transformacéo do S. cerevisiae

frente ao Chumbo
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Fig. 18 - Microscopia Eletronica de Transmisséo (a) antes e (b) depois da transformagdo do S. cerevisiae
frente ao Cadmio
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Fig.19 - Microscopia Eletronica de Transmissdo (a) antes e (b) depois da transformacdo do S. cerevisiae

frente ao Cromo
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Fig. 20 - Microscopia Eletronica de Transmissdo (a) antes e (b) depois da transformacgdo do S. cerevisiae

frente ao Mercurio
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6 DISCUSSAO

Foram isoladas durante o estudo, 340 espécies de fungos nas amostras de agua e
sedimento provenientes de pontos de coletas dos rios Tieté e Represa Billings. Os isolados
fangicos, foram identificados através de provas morfoldgicas (macro e microscopicas) e
sequenciamento da regido ITS. Todos os fungos isolados apresentaram resisténcia a pelo
menos um ion de metal pesado (Pb, Cd, Cr e Hg) usado para o screening. O isolamento de tais
fungos demonstra a ubiquidade e a resisténcia destes em relacdo a ambientes contaminados
por metais pesados. Os testes de crescimento radial revelaram as cepas mais eficientes no
crescimento em meios contendo altas concentragfes de metais pesados. Os resultados
demonstraram que a totalidade dos fungos isolados foi resistente a pelo menos um dos metais
pesados testados.

Assim como em nosso estudo, Joshi e colaboradores(2011) também revelaram maior
prevaléncia de Trichoderma viride atribuindo a resisténcia elelevada a tais metais, a
composicdo da parede celular da célula fungica composta, primariamente, de polimeros de
quitina e glucanas os quais ajudam na ligacdo aos metais (MORLEY; GADD, 1998). Bishnoi
(2007) apresentou resultados em relacdo ao fungo T. viride assimilando altissimos niveis de
resisténcia e retencdo de Cadmio.

Em relacdo ao Cadmio, o padrdo de crescimento fingico observado é intrigante.
Todos os isolados (sem excecdo) que foram submetidos ao teste de crescimento radial em
quaisquer concentracbes do ion Cadmio, ndo conseguiram esporular, sendo assim, podemos
supor que o Cadmio serve como fator de inibicdo de esporulacdo fungica (JOSHI et al, 2011).
Biossorcao de Cadmio por biomassas vivas e ndo vivas foram estudadas por diversos autores.

Um estudo de Dorea (2003) mostrou que isolados de Aspergillus niger poderia
remover quantidades significativas de Chumbo a partir do meio de cultura suplementado com
metais pesados, mas era menos resistente ao Cromo.

Pseudomonas spp. obtido a partir de cobaias Em um estudo conduzido por Upreti e
colaboradoresmostrou que a exposicdo de lactobacilos ao cromo ao longo do tempo pode
gerar cepas resistentes capazes de tolerar melhor os metais. Em um estudo semelhante,
(SHRIVASTAVA et al., 1994) mostrou que os lactobacilos e outras bactérias associados ao
intestino, juntamente com algumascélulas do sistema imune do homem, podem transformar
cromoo a sua forma menos tdxica. Bactérias fecais humanos também podem se ligar e

sequestrar cromo. E possivel que em areas geograficas em que a contaminagio por metais
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pesados € elevada, inadvertidamente, seres humanos ingerem estes organismos altamente
resistentes.

A concentracdo de Mercurio a qual houve crescimento imediatamente no primeiro dia
foi relativamente menor do que a concentracdo dos outros metais, 0 que ja era esperado
devido o ao seu nivel mais elevado de toxicidade (SINHA et al., 2013) , sendo algumas vezes
maior que a dos outros metais.

Estudos demonstraram que certas cepas de lactobacilos parecem seqiiestrar mercurio
e também pode ter mecanismos para a sua degradacdo (MONEY, 1999; ORLOVICH;
ASHFORD,1993).

Absorcdo de ions do metal pesado por leveduras é conhecida por envolver uma
biossorcdo rapida de ions metalicos na parede da célula (BRADY; DUNCAN, 1994,
KRAUTER et al.,1996) seguido por uma entrada mais lenta dependente de energia para o
interior celular. A maioria dos metais que sdo interiorizados pela célula fangica fica
acumulada em granulos de polifosfatos localizadas dentro e perto dos vacuolos ou também
podem ficar ligados a proteinas de baixo peso molecular tais como metalotioneinase
fitoquelatinas (VOLESKY et al., 1990; VOLESKY; MAY- PHILIPS, 1995) .

Todos os 340 isolados fungicos foram submetidos aos testes de retencdo de metal
pesado obtendo altos valores de Velocidade de Crescimento Radial. Assim sendo 214 (63%)
isolados cresceram na presenca de Chumbo na maior concentragdo testada (1g/L).
Provavelmente, concentracfes maiores deste ion poderia também proporcionar crescimento
destes fungos.

Em organismos eucariotos, a proteina rica em cisteinas tem uma alta afinidade por
varios ions potencialmente toxicos e sdo utilizados na captaca celular do metal. Porém, estas
proteinas ndo apresentam a especificidade necessaria para a remoc¢do de um metal especifico.
No presente trabalho, uma proteina sintética analoga a fitoquelatina foi sintetizada para a
construcdo de um fungo com capacidade aumentada de biossorver 0s metais pesados
Chumbo, Cadmio, Cromo e Mercudrio (PEREGO; HOWELL, 1997). Em trabalhos anteriores,
foi ancorada essa mesma fitoguelatina sintética EC20 (BAE et al., 2001; REGINE;
VOLESKY, 2000) na superficie celular de E. coli para aumentar a captacdo e bioacumulagéo
de Mercurio. Embora ja se sabe que a fitoquelatina EC20 néo apresenta especificidade de
ligagdo para um determinado ion metalico, ja se sabe que tenha diferentes graus de afinidade
de ligacGes aos diferentes ions metélicos.

Neste trabalho foi construido um fungo leveduriforme contendo o gene que codifica a

fitoquelatina EC20, visando melhorar sua capacidade de biosorcdo de ions Pb, Cd, Cr e Hg,
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na superficie celular. Os dados apresentados mostraram que para 0 metal Chumbo, a melhora
na retencdo do metal foi muito significativa, seguido de uma melhora na capacidade de
retencdo de Cadmio.

O gene foi inserido no vetor YCp22 e YIp351 obtendo-se os plasmideos YCp22-EC20
e YIp351-EC20. Os sistemas construidos foram sequenciados e confirmada a insercéo,
conforme desejado.Os plasmideos foram mantidos na linhagem de S. cerevisiae sob pressdo
seletiva em meio LB.

Nos resultados de Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) foi observado que o
crescimento da linhagem recombinante de S. cerevisiae foi maior que o da linhagem
selvagem, ambas cultivadas sob as mesmas condigdes.

Os resultados da Microscopia de Transmissdo mostraram com clareza que a linhagem
recombinante foi capaz de reter maior quantidade de metais pesados. Exceto para mercdrio,
que ndo demonstrou uma melhora significativa de retencédo, talvez devido ao seu potencial
toxico mais elevado quando compadado aos outros metais testados.

Os resultados obtidos mostraram que a linhagem recombinante apresentou uma
melhora na capacidade de ligar a metais. Todavia, é importante ressaltar que ha poucos
trabalhos disponiveis na literatura relacionadas ao sistema de biocumulagao de metais
pesadospor fungos geneticamente modificados.

Finalmente, os resultados obtidos neste trabalho confirmam a construcdo da linhagem
S.cerevisiae com capacidade aumentada de retencdo de metais pesados, indicando que o uso
de fungos na biorremediacdo pode ser de grande auxiliopara o desenvolvimento de
ferramentas biotecnoldgicas com a finalidade de descontaminar ambientes poluidos por
metais pesados.

Vale ressaltar que dentre os varios fatores envolvidos na disponibilidade de metais em
solucdo, o pH €é provavelmente o mais importante, pois determina a sua solubilidade, bem
como 0s processos de adsorcao e, consequentemente, a capacidade de biorremediacdo de um
sistema. Além disso, a adsorcdo de metais pesados por fungos, é geralmente regulada pelo pH
do meio. Cada ion de metal pesado apresenta uma particular cinética de adsorcdo em
determinados valores de pH; enquanto ions de zinco e cddmio sdo abundantes em meios com
pH entre 5.0 e 6.5, baixas concentragdes desses ions sdo encontrados em meio com pH 8.0,
aléem disso, precipitagdo em solidos insoldveis ocorre em meio com pH maior que 6.0 para 0S
ions Pb+2, Zn+2, Cd+2 e Cu+2.

Para 0s metais chumbo e cadmio analisados neste estudo, a linhagem de S. cerevisiae

cultivada na presenca de metais apresentou maior capacidade de ligar metal em relacdo a
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mesma linhagem cultivada na auséncia de metais, assim como também em relagdo a linhagem
controle (sem EC20sp). O metal pesado Cd+2 é considerado extremamente perigoso devido a
sua toxicidade e a grande utilizacdo pela inddstria, o que acarreta a producdo de um volume
consideravel de residuos que sdo lancados no meio ambiente. Por estas razdes, a maioria dos
estudos tem contemplado avaliar o potencial biorremediador dos diversos sistemas frente a
este metal em relacdo aos outros metais (HAFEZ et al., 1997).

Ressaltados esses pontos, € possivel considerar que a linhagem S. cerevisiae
construida neste trabalho € um excelente agente de biorremediacdo, pois, além de ser
altamente resistente e colonizar ambientes contendo metais, mostrou também capacidade de
acumular estes ions durante o crescimento da linhagem. Este fresultado abre perspectivas de
utilizar o proprio efluente contendo metal como meio de cultivo dessefungo, proporcionando
uma concomitante biorremediacdo durante o crescimento celular (Biondo, 2012; Bishop,
20012).

O chumbo é um elemento extremamente téxico e a busca por agentes
biorremediadores para este ion tem sido alvo de diversos estudos com linhagens selvagens de
bactérias como Pseudomonas e Streptomyces, no entanto, faltam na literatura estudos mais
recentes e com linhagens melhoradas geneticamente.

A fim de comprovar, definitivamente, a ligacdo do metal na célula fungica, bem como,
localizar onde estava ocorrendo esta ligacao, decidimos analisar as células por microscopia de
transmissdo eletronica (MET). O emprego da MET € bastante difundido no estudo de
materiais biologicos, pois permite a definicdo de imagens intracelulares, fornecendo
informacdes sobre alteracbes de impossivel visualizagdo na microscopia de luz. Desta forma,
pudemos verificar comparativamente que células incubadas com Pb+2 foram capazes de se
ligar a este metal, principalmente, na membrana externa do fungo e, que a linhagem
transgénica S. cerevisiae apresentou-se recoberta por uma densa camada deste metal quando
comparada a linhagem selvagem e em comparacdo aos outros metais. O conjunto desses
resultados confirma que a linhagem S.cerevisiae construida neste trabalho apresenta, de fato,
um aumento na capacidade de biorremediar solugdes contendo metais, seja a partir de
efluentes contendo apenas uma espécie de metal, seja em efluentes contendo varios metais.
Vale ressaltar ainda que, em todos os experimentos, a viabilidade celular ndo foi alterada
durante os experimentos de adsorcdo, comprovando que 0s mecanismos de resisténcia de S.
cerevisiae estavam ativos, protegendo as células do efeito toxico dos metais. Além disso, o
crescimento celular das linhagens recombinantes ndo apresentou significativa diminuigéo que

comprometesse a producao de biomassa para biorremediacdo (MELGAR et al., 2007). Assim,
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a linhagem transgénica S.cerevisiae pode ser considerada como um agente eficiente de
biorremediacdo de ambientes contendo metais, principalmente quando a biomassa € cultivada
na presenca de metais. Além disso, o metal adsorvido pode ser recuperado, fato este que
confere também a essa linhagem a capacidade de ser uma lixiviadora de metais.

O objetivo principal do trabalho de otimizar a capacidade de biorremediacdo de uma
linhagem flngica foi atingido, indicando que a estratégia de inserir genes codificadores de
proteinas quelantes de metais no fungo é viavel e contribui para o desenvolvimento de

ferramentas biotecnoldgicas Uteis para a preservacao do meio ambiente.
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7 CONCLUSOES

e Todos os fungos isolados e testados foram resistentes a pelo menos um metal pesado
testado;

e Fungos do género Penicillium foram osmais frequentemente isolados;

e Fungos do género Trichoderma apresentam alta resisténcia a todos 0s metais pesados
testados

e Comprovada a construcdo do gene da fitoquelatina sintética

e Sequenciamento do gene ITS possibilitou a identificacdo de uma grande diversidade
de fungos isolados no ambiente aquético;

e Fungos do género Trichoderma apresentaram maior VCR frente aos ions Chumbo,
Cadmio, Cromo e Mercurio;

e Fungo Curvularia afinis apresentou elevado VCR frente ao ion Chumbo;

e Fungo do géneroPenicillium apresentou elevado VCR frente ao ion Cadmio;

e Fungo do género Aspergillus apresentou elevado VCR frente ao ion Cromo

e A espécie Microsphaeropsisarundinis apresentou elevado VCR frente ao ion
Mercurio;

e Todos os isolados do género Trichoderma demonstraram maior velocidade de
crescimento radial frente a todos os metais pesados testados, no entanto isso ndo defini
que fungos deste género sejam os mais eficientes na adsorcéo destes metais.

e Os vetores contendo o gene EC20 foram tranformados com sucesso em cepa de
Saccharomyces cerevisiae;

e A cepa de Trichoderma harzianumdemontrou a capacidade de retencdo de metais
pesados tanto na parede celular quanto em seu interior.

e O sistema de transformacdo mediado por A. tumefasciens se mostrou como ferramenta
eficiente para a transformacéo fungica.

e O fungo S. cerevisiae expressando EC20sp na membrana externa mostrou ter superior
capacidade de ligar Cd+2, Hg+2, Pb+2 e Cr+2 em relacdo a levedura ndo
recombinante

e Comprovada a localizacdo do metal pesado na célula fngica

e O fungo EC20sp ndo apresentou alteracGes quanto a capacidade de crescimento

e Avaliacdo da distribuicdo dos metais pesados na célula fangica por Microscopia
Eletrdnica de Varredura e de Transmissdo antes e depois da transformacdo genética
fangica;

e Melhoramento de linhagens flingicas capazes de reter metais pesados na superficie
celular.

e Fungo expressando EC20sp pode ser empregada em processos de biorremediacéo de

efluentes contendo metais pesados.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, foi construida por manipulacdo genética a levedura S. cerevisiae com
capacidade de biorremediar solu¢bes contendo ions de metais pesados devido a presenca da
proteina quelante de metais EC20sp, ancorada na sua superficie celular. No entanto, o
plasmideo contendo a constru¢do génica precisa ser mantido sob pressdo seletiva, 0 que
representa uma limitacdo para uso em grande escala. Portanto, ha a necessidade de estabilizar
essa informacéo genética no cromossomo da levedura, de tal forma que, possamos vencer essa
limitacéo e, de fato, emprega-la em processos de biorremediacdo em escala industrial. Para
tanto, enviamos uma proposta de continuidade deste trabalho a FAPESP com o objetivo de
estabilizar no genoma do fungo o sistema de expressdoancoragem da EC20sp e,
posteriormente, utilizar essa linhagem estavel para uso em biorreatores, para os testes em
escala piloto, tanto com efluentes artificiais, quanto com aqueles reais,. Outro aspecto a
salientar diz respeito a contengdo deste OGM na natureza. Para tanto, op¢do de morte celular
programada pode permitir que apds realizar a sua incumbéncia biorremediadora, o fungo no
final do processo se suicide devido a expressdao de uma nuclease que destréi o DNA
microbiano, evitando a sua disseminacdo no meio ambiente. Considerando-se todos estes
aspectos, o presente trabalho traz uma contribuicdo inovadora no Brasil, desenvolvendo
geneticamente um microrganismo com potencial de realizar biorremediacdo de metais em
efluentes, engajando-se na busca por processos eficientes e amigaveis ao meio ambiente, no
sentido de buscar a diminuicdo dos rejeitos de metais que sdo produzidos em milhdes de
toneladas anualmente, e colaborar de forma objetiva na preservacao dos recursos hidricos do
planeta. Por fim, vale ressaltar que os resultados deste trabalho produziram um artigo ja

publicado que se encontra em anexo, e mais dois outros artigos sendo elaborados.



69

REFERENCIAS®

AHALYA, N.; RAMACHANDRA, T. V.; KANAMADI, R. D. Biosorption of heavy
metals. Res. J. Chem. Environ., v. 7, p. 71-78, 2003.

ANDERSON, I. C.; CAIRNEY, J. W. G. Diversity and ecology of soil fungal communities:
increased understanding through the application of molecular techniques. Environmental
Microbiology, v. 6, n. 8, p. 769-779, 2004.

ARX, J. A. The genera of fungi sporulating in pure culture. 2" ed. Vaduz: J. Cramer,
1974. 315p.

BAE, S. R.; ABRAHIM, T. E. Studies on chromium (V1) Adsorption— desorption using
immobilized fungal biomass. Bioresour. Technol., v. 87, p. 17-26, 2003.

BAE, W.; MULCHANDANI, A.; CHEN, W. Cell surface display of synthetic
phytochelatins using ice nucleation protein for enhanced heavy metal bioaccumulation.
Journal of Inorganic Biochemistry, v. 88, p. 223-227, 2002.

BAE, W.; WU, C. W.; KOSTAL, J.; MULCHANDANI, A.; CHEN, W. Enhanced mercury
biosorption by bacterial cells with surface-displayed MerR. Applied and Environmental
Microbiology, v. 69, n. 6, p. 3176-3180, 2003.

BAE, W.; MEHRA, R. K.; MULCHANDANI, A.; CHEN, W. Genetic engineering of
Escherichia coli for enhanced uptake and bioaccumulation of mercury. Applied and
Environmental Microbiology, v. 67, n. 11, p. 5335-5338, 2001.

BARKAY, T. Bacterial mercury resistance from atoms to ecosystems. FEMS Microbiology
Review, v.27, p.355-384, 2003.

BARRON, G. L. The genera of hyphomycetes from soil. New York: Robert E. Krieger
Publishing, 1972. 364 p.

BIONDO, R.; SILVA, F. A; VICENTE, E. J.; SARKIS, J. E. S.; SCHENBERG, A. C. G.
Synthetic Phytochelatin Surface Display in Cupriavidus metallidurans CH34 for Enhanced
Metals Bioremediation. Environ. Sci. Technol., v. 46, p. 8325-8332, 2012.

BISHNOI, N. R.; KUMAR, R.; BISHNOI, K.Biosorption of Cr(VI) with Trichoderma
viride immobilized fungal biomass and cell free Ca-alginate beads. Indian J. Exp. Biol., v.
45, p. 657-664, 2007.

BISHOP, P. L. Pollution prevention: fundamentals and practice. Beijing: Tsinghua
University Press, 2002.

" De acordo com: ]
ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 6023: informacdo e documentacéo:
referéncias: elaboragdo. Rio de Janeiro, 2002.


http://www.researchgate.net/publication/11674253_Genetic_engineering_of_Escherichia_coli_for_enhanced_uptake_and_bioaccumulation_of_mercury
http://www.researchgate.net/publication/11674253_Genetic_engineering_of_Escherichia_coli_for_enhanced_uptake_and_bioaccumulation_of_mercury
http://www.researchgate.net/publication/11674253_Genetic_engineering_of_Escherichia_coli_for_enhanced_uptake_and_bioaccumulation_of_mercury

70

BLUMER, S. A. G. Enriquecimento com ferro em levedura Saccharomyces cerevisiae.
2002. Tese (Mestrado) - Departamamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimento,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2002.

BRADY, D.; DUNCAN, J. R. Bioacumulation of metal cations by Saccharomyces
cerevisiae. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 41, n. 1, p. 149-154, 1994.

BULJAN, J. Pollution limits for discharge of tannery effluents into water bodies and sewers.
World Leath., v. 9, p. 65-68, 1996.

CAIRNEY, T. Contaminated land. London: Blackie, 1993.

CHEN, C. Removal of heavy metal ions by waste biomass of Saccharomyces cerevisiae. J.
Environ. Eng., v. 136, n. 1, p. 95-102, 2010.

COLLA, L. M.; PRIMAZ, L.; LIMA, M.; BERTOLIN, E.; COSTA, L. A. V. Isolation and
screening of fungi to bioremediation from triazine herbicide contaminated soil. Ciénc.
Agrotec., v. 32, n. 3, p. 809-813, 2008.

COMBER,S.; GARDNE, M. J. Environ. Monitor., v. 5, p. 410-413, 2003.

DHANKHAR, P. C.; HOODA, R.; H. P. Nephrotoxic and hepatotoxic effects of a chromium
(V1) compound in comparison to a basic chromium (111) tanning agent. World Leath., v. 11,
p. 66-70, 2011.

DOREA, J. G. Mercury in hair and in fish consumed by Riparian women of the Rio Negro,
Amazon, Brazil. International Journal of Environmental Health Research, v.13, p.239-
48, 2003.

ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY - Nanotechnology White Paper. Disponivel
em:<http://www.epa.gov/OSA/pdfs/EPA_nanotechnology
white_paper_external_review_draft_12-02-2005.pdf.>.Acesso em: 09 ago. 2015

FRANKLIN, R. L. Determinacdo de mercurio total e organico e avaliacdo dos processos
de metilacdo e desmetilagdo em sedimentos do reservatorio Rio Grande, estado de S&o
Paulo. Tese. (Doutorado) — Departamento de Microbiologia, Universidade de Sdo Paulo,
Sédo Paulo, 2010.

FRITZGERALD, A. M.; MUDGE, A. M.; GLEAVE, A. P.; PLUMMER, K. M.
Agrobacterium and PEG-mediated transformation of the phytopathogen Venturia inaequalis.
Mycological Research, v. 107, p. 803-810, 2003.

GADD, G. M. Biosorption: critical review of scientific rationale, environmental importance
and significance for pollution treatment. J. Chem. Technol. Biotechnol.,v. 84, n. 1, p. 13-
28, 20009.

GADD, G. M. Microbial influence on metal mobility and application for biorremediation.
Geoderma, v. 122, p. 109-119, 2004.



71

GIETZ, R. D.; SUGINO, A. Methods to enhance S. cerevisiae. Gene. v. 74, p.527-534,
1988.

HAFEZ, N.; ABDEL-RAZEK, A.S.; HAFEZ, M. B. Accumulation of some heavy metals on
Aspergillus flavus. J. Chem. Technol. Biotechnol., v. 68, p. 19-22, 1997.

HOLKER, U.; FAKOUSSA, R.; HOFER, M. Growth substrates control the ability of
Fusarium oxysporum to solubilize low-rank coal. Appl. Microbiol. Biotechnol., v. 43, p.
351-355, 1995.

HU, H.; JIN, Q.; KAVA, P.A Study of Heavy Metal Pollution in China: Current Status,
Pollution-Control Policies and Countermeasures. Sustainability, v. 6, p. 5820-5838,2014.

JOSHI, P. K.; SWARUP, A,;MAHESHWAR, S.; KUMAR, R.; SINGH, N. Bioremediation
of Heavy Metals in Liquid Media Through Fungi Isolated from Contaminated Sources.
Indian J. Microbiol., v. 51, n. 4, p. 482-487, 2011.

JUBERG, D.R.; KLEIMAN, C.F. & KWON, S.C. Position paper of the American council
on science and health: lead and humam health. Ecotoxicol. Environ. Safety, v. 38, p. 162-
180, 1997.

KAPOOR, A.; VIRARAGHAVAN, T. Heavy metal biosorption sites in Aspergillusniger.
Biores. Technol., v. 61, p. 221-227, 1997.

KAPOOR, A.; VIRARAGHAVAN, T. Fungi biosorption - an alternative treatment option
for heavy metal bearing wastewaters: a review. Bioresour. Technol., v. 53, p. 195-206,
1995.

KAPOOR, A. Fungi as biosorption. In: Wase DAJ, Forster CF, editors. Biosorbents for
Metal lons. London, UK: Taylor & Francis, p. 67-85, 1997.

KOTRBA, P.; DOLEKOVA, L.; LORENZO, V. D.; RUML, T.Enhanced bioaccumulation
of heavy metal ions by bacterial cells due to surface display of short metal binding
peptides.Appl Environ Microbiol., v. 65, p. 1092-1098, 1999.

KRAUTER, P.; MARTINELLI, R.; WILLIAMS, K.; MARTINS, S. Removal of
Cr(VDfrom Ground Water by Saccharomyces cerevisiae. Biodegradation, v. 7, p. 277-286,
1996.

LEBRUN, M.; AUDURIER, A.; COSSART, P. Plasmid-borne cadmium resistance genes in
Listeriamonocytogenesare similar to cadA and cadC of Staphylococcus aureus and are
induced by cadmium. J Bacteriol., v. 176, p. 3040-3048, 1994.

MACEDO, L. S.; MORRIL, W. B. B. Origem e comportamento dos metais fitotoxicos:
revisao de literatura. Tecnologia e Ciéncia Agropecuaria, v. 2, p. 29-38, 2008.

MARTIN, S.; GRISWOLD, W. Human health effects of heavy metals. Environ. Sci.
Technol. Br., v. 15, p. 1-6, 2009.



72

MEJARE,M.; BULOW L. Metal-binding proteins and peptides in bioremediation and
phytoremediation of heavy metals. Trends in Biotechnology, v. 19, p. 67-73, 2001.

MELGAR, M.J.; ALONSO, J.; GARCIA, M. A.Removal of toxic metals from aqueous
solutions by fungal biomass of Agaricus macrospores. Science of the Total Environment,
v. 385, p. 12-19, 2007.

MONACHESE, M.; BURTON, J. P.;REID, G.Bioremediation and Tolerance of Humans to
Heavy Metals through Microbial Processes: a Potential Role for Probiotics? Appl. Environ.
Microbiol., v.78, p. 397-640, 2012.

MONEY, C. A. Options for cleaner chromium tanning. In Clean Technology Challenges,
Part 2, XXV IULTCS, India, p. 27-30, 1999.

MORLEY, G. F.; GADD, G. M. Sorption of toxic metals by fungi and clay materials.
Mycol. Res., v. 99, p.1428-1439, 1998.

MORTATTI, J.; BERNARDES, M. C.; PROBST, J. L.; LELEYTER-REINERT, L.
Composicdo quimica dos sedimentos fluviais em suspensdo na bacia do rio Piracicaba:
extracdo seletiva de elementos traco. Geochimica Brasiliensis,v. 16, n. 2, p. 123-141, 2002.

NRIAGU, J. O. Mercury pollution in Brazil. Nature, v.356, p.389-396, 1992.

NRIAGU, J. O.; NIEBOER, E. Chromium in the natural and human environments. Mycol.
Res., 1988.

ORLOVICH, D. A.; ASHFORD, A. E. Polyphosphate granules are an artefact of specimen
preparation in the ectomycorrhizal fungus Pisolithus tinctorius. Protoplasma, v. 173, n. 91-
102, 1993.

PAOLETTI, M. G. Using bioindicators based on biodiversity to assess landscape
sustainability. Agriculture, Ecosystems & Environment, v.74, p.1-18, 1999.

PEINTNER, U.; MOSER, M. Survey of heavy metal deposition at the schulterberg by using
basidiomycetes as bioindicators.Phyton-Annales Rei Botanicae, v.35, n.4, p.155-162,
1996.

PEREGO, P.; HOWELL, S. B. Molecular mechanisms controlling sensitivity to toxic metal
ions in yeast. Toxicol. Appl. Pharmacol., v. 147, p. 312-8, 1997.

PETERS, R. W.; YOUNG, K.; BHATTACHARAYAN, D. Evaluation of recent treatment
technique for removal of heavy metals from industrial wastewater. Cell Biochem. Biophys.,
v. 81, p. 1695-1703, 1985.

PITT, J. I.; HOCKING, A. D. Fungi and Food Spoilage. London: Blackie Academic
Professional, 2009. 519p.

PORCELA, D. B. Mercury in the Environment: Biogeochemistry. In. WATRAS, C. J.;
HUCKABEE, J. W. (Ed.) Mercury pollution: integration and synthesis. Boca Raton, Florida:
Lewis Publishers, p.2-7.



73

PREUSS, H. G.; ECHARD, B.; PERICONE, N. V.; BAGCHD, I.; YASMIN, T.; STOHS,
S.J. J. Inorg. Biochem., v. 102 , p. 1986-1990, 2008.

QUINA F. Nanotecnologia e o0 meio ambiente: perspectivas e riscos. Quim. Nova, v. 27, n.
6, p. 1028-1029, 2004.

RAUSER, W. E. Structure and function of metal chelators produced by plants: the case for
organic acids, amino acids, phytin and metallothioneins. Cell Biochem. Biophys., v. 31, p.
19-48, 1999.

REGINE, H. S. F.; VOLESKY, B. Biosorption: a solution to pollution. Int. Microbiol., v. 3,
p. 17-24, 2000.

RIDDELL, R.W. Permanent stained mycological preparation obtained by slide culture.
Mycologia, v. 42, p. 265-270,1950.

RIVERA-BECERRIL, F.; CALANTZIS, C.; TURNAU, K.; CAUSSANEL, J. P,
BELIMOV, A.A.; GIANINAZZI, S.; STRASSER, R. J.; GIANINAZZI-PEARSON, V.
Cadmium accumulation and buffering of cadmium-induced stress by arbuscular mycorrhiza
in three Pisum sativum L. genotypes. Journal of Experimental Botany, v. 53, p. 1177-
1185, 2002.

SADEGHI,S.; ZERAATKAR, A.; MOGHADDAM, The procedure to reach accumulation
of heavy metals. Talanta, v. 99, p. 758-766, 2012.

SCHIESTL, R. H.; GIETZ, R. D. Transformation of yeast. Curr. Genet., v.16, p. 339-346,
1989.

SHOAIB, A.; ASLAM, N.; ASLAM, N. Myco and Phyto Remediation of Heavy Metals
from Aqueous Solution. The Online Journal of Science and Technology, v. 2, p. 3, 2012.

SHRIVASTAVA, H. Y.; NAIR, B. U. Chromium (I11) mediated structural modifications of
glycoprotein—Impact of ligand and the oxidants. Biochem. Biophys. Res. Commun., v. 285,
p. 915-920, 2001.

SILVA, R. R. Biorremediacdo de solos contaminados com organoclorados por fungos
basidiomicetos em biorreatores, Quim. Nova, v. 6, p. 7-15, 2009.

SINHA, A.; KUMAR, S.; KHAR, S. K. Biochemical Basis of Mercury Remediation and
Bioaccumulation by Enterobacter sp. EMB21. Appl. Biochem. Biotechnol., v. 169, p. 256-
267, 2013.

THIPPESWAMY, B.; SHIVAKUMAR, C. K.; KRISHNAPPA, M. Study on heavy metals
biosorption ability of Saccharomyces cerevisiae. Int. Journ. Biol. Research, v. 2, n. 2, p.
106-115, 2014.



74

VALDMAN, E.; LEITE, S. G. F.; Biosorption of Cd, Zn and Cu by Sargassumsp. Waste
biomass Bioprocess. Eng., v.22, p. 171-173, 2000.

VEGLIO, F.; BEOLCMI, F. Removal of metals by biosorption: a review. J Hydrometall.,
v. 74, p. 301-316, 1997.

VOLESKY, B. Biosorption and biosorbents. Biosorption of Heavy Metals. v. 1, p. 3-5,
1990.

VOLESKY, B.; MAY-PHILLIPS, H. A. Biosorption of heavy metals by Saccharomyces
cerevisiae. Appl. Microbiol. Biotechnol., v. 42, p. 797-806, 1995.

YAN, G.; VIRARAGHAVAN, T. Effect of pre-treatment on the of heavy metals on Mucor
rouxii. Water SA., v. 26, p. 119-123, 2000.

WANG, J. L.; CHEN, C.; Biosorbents for heavy metals removal and their future.
Biotechnol. Adv., v. 27, n. 2, 195-226, 2009.

WANG, L.L.; WANG, J.Q.; ZHENG, Z.X.; XIAO, P. Biosorption of heavy metals. J.
Hazard. Mater., v. 177, p. 114-118, 2010.

ZABEL, T. F. Diffuse sources of pollution by heavy metals. Journal of the Institution of
Water Environmental Management, v.7, p.513-520, 1993.



75

APENDICE

ID Espécie CIM-Pb (C,\\/I//CI;IA) CIM-Cd (C%CgIA) CIM-Cr (C%%IA) CIM-Hg (C%%IA)
1 Penicillium italicum 500 mg/L 0,34 125 mg/L 0,16 62 mg/L 04 15 mg/L 0,38
2 Aspergillus ustus 500 mg/L 0,16 125 mg/L 0,1 62 mg/L 0,24 15 mg/L 0,26
3 Penicillium citrinum 500 mg/L 0,64 125 mg/L 0,06 15 mg/L 0,14 31 mg/L 0,12
4 Rhodotorula sloofiae 250 mg/L 0 0 0 0 0 15 mg/L 0,06
5 Penicillium italicum 500 mg/L 0,28 62 mg/L 0,16 31 mg/L 0,34 31 mg/L 0,36
6 Aspergillus versicolor 250 mg/L 0,12 31 mg/L 0,04 15 mg/L 0,12 15 mg/L 0,12
7 Fusarium graminearum >1000 mg/L 0,3 0 0 125 mg/L 0,7 62 mg/L 0,2
8 Aspergillus versicolor >1000 mg/L 0,12 0 0 250 mg/L 0,52 15 mg/L 04
9 Aspergillus flavus-oryzae >1000 mg/L 0,3 62 mg/L 0,04 31 mg/L 0,54 31 mg/L 0,46
10 Alternaria tenuissima >250 mg/L 0,16 250 mg/L 0,1 31 mg/L 0,14 0 0
11 Aspergillus versicolor 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
12 | Trichoderma longibrachiatum 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
13 Penicillium pinophilum >500 mg/L 0,24 125 mg/L 0,2 15 mg/L 04 0 0
14 Aspergillus versicolor 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
15 | Cladosporium cladosporiodes 250 mg/L 0,06 0 0 31 mg/L 0,2 0 0
16 Pleosporales sp. 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
17 Ascochyta manawaore 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
18 Penicillium crustosum >500 mg/L 0,2 125 mg/L 0,04 15 mg/L 0,22 31 mg/L 0,2
19 Acremonium strictum 250 mg/L 0 31 mg/L 0,2 31 mg/L 0,16 0 0
20 Penicillium citrinum >1000 mg/L 04 62 mg/L 0,3 >500 mg/L 0,1 125 mg/L 0,3
21 Peniophora sp. >1000 mg/L 0,54 125 mg/L 0,04 62 mg/L 0,6 125 mg/L 0,5
22 | Penicillium brevicompactum >500 mg/L 0 250 mg/L 0,08 31 mg/L 0,14 15 mg/L 0,12
23 Microsphaeropsis arundinis >1000 mg/L 0,14 250 mg/L 0,18 62 mg/L 0,3 62 mg/L 0,34
24 Beauveria bassiana >1000 mg/L 0,1 >500 mg/L 0 250 mg/L 0,04 31 mg/L 0,1
25 Aspergillus ustus 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
26 Microsphaeropsis arundinis 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
27 Pseudozyma aphidis >1000 mg/L 0 >500 mg/L 0,08 250 mg/L 0 62 mg/L 0
28 | Cladosporium cladosporioides ~ >1000 mg/L 0,5 0 0 >500 mg/L 0,46 125 mg/L 0,5
29 Aspergillus flavus 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
30 Phialophora sp. 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
31 | Cladosporium cladosporioides ~ >1000 mg/L 0 0 0 125 mg/L 0,14 31 mg/L 0,04
32 Penicillium sp. >500 mg/L 0,26 125 mg/L 0,16 62 mg/L 0,3 15 mg/L 0,12
33 Cryptococcus laurentii 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
34 Aspergillus sp. 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
35 Aspergillussp. 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
36 | Cladosporium cladosporoides >1000 mg/L 0 >500 mg/L 0,06 >500 mg/L 0,2 62 mg/L 0,16
37 Alternariaalternata 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
38 Westerdykella purpurea >1000 mg/L 0,2 125 mg/L 0,14 62 mg/L 0,2 62 mg/L 0,3
39 Bipolaris papendorfii 500 mg/L 0,38 125 mg/L 0,34 31 mg/L 0,5 15 mg/L 0,6
40 Penicillium sp. >500 mg/L 0,2 31 mg/L 0,1 62 mg/L 0,3 15 mg/L 0,22
41 Leptosphaeria sp. 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
42 Aspergillus sp. >1000 mg/L 0,1 62 mg/L 0,3 62 mg/L 0,24 15 mg/L 0,32
43 FNE 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
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44 Trichoderma asperellum 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
45 Penicillium rogueforti >500 mg/L 0,2 62 mg/L 0 62 mg/L 0,24 31 mg/L 0,2
46 | Trichoderma longibrachiatum 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
47 Penicillium sp >500 mg/L 0,2 31 mg/L 0,14 62 mg/L 0,3 31 mg/L 0,36
48 | Trichoderma longibrachiatum 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
49 Rhodotorula mucilaginosa >500 mg/L 0,02 250 mg/L 0,02 31 mg/L 0,06 62 mg/L 0,02
50 Acremonium sp. 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
51 Cryptococcus laurentii 250 mg/L 0,02 0 0 62 mg/L 0,04 31 mg/L 0,06
52 Trichosporon sp. >1000 mg/L 0,1 31 0,9 31 mg/L 0,2 31 mg/L 0,24
53 Penicillium funiculosum 500 mg/L 0,3 31 mg/L 0,32 125 mg/L 0,3 62 mg/L 0,14
54 Aspergillus sp. 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
55 Penicillium pinophillum >1000 mg/L 0,28 250 mg/L 0,2 62 mg/L 0,3 62 mg/L 0,3
56 Penicillium roquefortii 500 mg/L 0,34 31 mg/L 0,22 62 mg/L 0,24 62 mg/L 0,26
57 Penicillium citrinum >1000 mg/L 0,14 125 mg/L 0,08 15 mg/L 0,14 0 0
58 Penicillium sp. 500 mg/L 0,26 31 mg/L 0,28 62 mg/L 0,24 62 mg/L 0,32
59 Penicillium 500 mg/L 0,14 31 mg/L 0,18 31 mg/L 0,22 0 0
60 Penicillium citrinum >1000 mg/L 0,28 125 mg/L 0,08 31 mg/L 0,22 0 0
61 Talaromyces stollii 500 mg/L 0,28 62 mg/L 0,22 125 mg/L 0,3 62 mg/L 0,3
62 Talaromyces barcinensis 250 mg/L 0,2 0 0 0 0 0 0
63 Penicillium italicum >1000 mg/L 0,4 0 0 >500 mg/L 0,1 125 mg/L 0,46
64 Penicillium funiculosum 500 mg/L 0,3 62 mg/L 0,18 125 mg/L 0,22 62 mg/L 0,32
65 Curvularia affinis >1000 mg/L 0,2 >500 mg/L 0,16 62 mg/L 0,2 31 mg/L 0,18
66 Aspergillus restrictus 500 mg/L 0 250 mg/L 0 0 0 0 0
67 Penicillium >1000 mg/L 0,16 31 mg/L 0,04 31 mg/L 0,26 0 0
68 Penicillium 250 mg/L 0,16 62 mg/L 0,04 62 mg/L 0,32 15 mg/L 0,26
69 Westerdykella purplrea >1000 mg/L 0,06 0 0 62 mg/L 0,2 0 0
70 Emericellopsis sp 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
71 Penicillium commune >1000 mg/L 0,14 62 mg/L 0,06 15 mg/L 0,2 0 0
72 Trichoderma atroviride >1000 mg/L 0 >500 mg/L 05 250 mg/L 0,1 62 mg/L 0,04
73 Trichosporon chiarelli >1000 mg/L 0,08 31 mg/L -0,9 15 mg/L 0,38 15 mg/L 0,32
74 Rhodotorula mucilaginosa >1000 mg/L 0 >500 mg/L 0 31 mg/L 0,04 31 mg/L 0,02
75 levedura 500 mg/L 0,02 250 mg/L 0,02 250 mg/L 0 31 mg/L 0,04
76 levedura 500 mg/L 0 250 mg/L 0 62 mg/L 0 31 mg/L 0,04
77 Geotrichium sp. >1000 mg/L 0 >500 mg/L 0,2 250 mg/L 0 62 mg/L 0
78 FNE >1000 mg/L 0,2 >500 mg/L 0,24 250 mg/L 0 62 mg/L 0
79 Penicillium sp. >1000 mg/L 0,12 125 mg/L 0,12 15 mg/L 0,22 0 0
80 Penicillium sp >1000 mg/L 01 62 mg/L 0,08 15 mg/L 0,2 0 0
81 FNE 500 mg/L 0 31 mg/L 0 0 0 31 mg/L 0
82 levedura >1000 mg/L 0,02 0 0 125 mg/L 0,1 125 mg/L 0,1
83 Trichoderma sp. >1000 mg/L 13 >500 mg/L 05 >500 mg/L 13 >250 mg/L 13
84 Penicillium 500 mg/L 0,14 >500 mg/L 0,12 62 mg/L 0,32 15 mg/L 0,3
85 Trichoderma atroviride >1000 mg/L 0,1 >500 mg/L 0 250 mg/L 0,3 62 mg/L 0
86 levedura >1000 mg/L 0 62 mg/L 0 125 mg/L 0 62 mg/L 0
87 Penicillium funiculosum >1000 mg/L 0,18 62 mg/L 0,12 62 mg/L 0,26 15 mg/L 0,18
88 Issatchenkia orientalis >1000 mg/L 0,04 125 mg/L 0 31 mg/L 0,1 62 mg/L 0,1
89 Penicillium raistrickii 500 mg/L 0,14 62 mg/L 0,06 15 mg/L 0,24 0 0
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90 Trichosporon chiarelli >1000 mg/L 0,14 250 mg/L 0 250 mg/L 0,1 62 mg/L 0,14
91 Rhodotorula >1000 mg/L 0 250 mg/L 0 31 mg/L 0,1 62 mg/L 0

92 FNE >1000 mg/L 0 62 mg/L 0,04 62 mg/L 0,08 62 mg/L 0,04
93 Penicillium >1000 mg/L 0,38 31 mg/L 0,06 31 mg/L 0,06 0 0

94 FNE >1000 mg/L 01 62 mg/L 0 250 mg/L 0,18 125 mg/L 0,26
95 Rhodotorula >1000 mg/L 0 62 mg/L 0 15 mg/L 0 62 mg/L 0

96 Massariosphaeria sp. >1000 mg/L 0,06 62 mg/L 0 62 mg/L 0,08 15 mg/L 0

97 FNE >1000 mg/L 0,22 62 mg/L 0,02 15 mg/L 0,34 15 mg/L 0,38
98 FNE >1000 mg/L 0,1 62 mg/L 0,14 125 mg/L 0,54 62 mg/L 04
99 FNE >1000 mg/L 0,44 31 mg/L 0,14 62 mg/L 0,5 62 mg/L 0,3
100 Penicillium pinophilum >1000 mg/L 0,14 125 mg/L 0,08 15 mg/L 0,26 0 0

101 Microsphaeropsis arundinis >1000 mg/L 0,24 250 mg/L 0,08 62 mg/L 0,3 62 mg/L 0,24
102 | Cladosporium cladosporioides >1000 mg/L 0,06 0 0 15 mg/L 0,22 62 mg/L 0,24
103 Plectospharella cucumerina >1000 mg/L 0,16 250 mg/L 0,04 62 mg/L 0,1 62 mg/L 0,1
104 Capnodium sp. >1000 mg/L 0,06 62 mg/L 0,08 31 mg/L 0,18 62 mg/L 0

105 FNE 250 mg/L 0,1 0 0 62 mg/L 0,1 62 mg/L 0,1
106 Ascochyta manawaore 500 mg/L 0,1 0 0 125 mg/L 0,24 0 0

107 FNE >1000 mg/L 01 250 mg/L 0 31 mg/L 0,1 62 mg/L 0,1
108 Rhodotorula ingeniosa 500 mg/L 0,04 250 mg/L 0 31 mg/L 0,1 62 mg/L 0,06
109 Cerebella andropogonis >1000 mg/L 0,18 31 mg/L 0,2 31 mg/L 0,2 31 mg/L 0,2
110 FNE >1000 mg/L 01 250 mg/L 0,18 62 mg/L 0,48 15 mg/L 0

111 | Cladosporium cladosporioides >1000 mg/L 0,06 0 0 31 mg/L 0,1 31 mg/L 0,1
112 Penicillium raistrickii >1000 mg/L 0,18 62 mg/L 0,1 62 mg/L 0,28 31 mg/L 0,22
113 Curvularia affinis >1000 mg/L 0,4 >500 mg/L 0,08 250 mg/L 1,3 62 mg/L 0,34
114 FNE >1000 mg/L 0,06 31 mg/L 0,02 15 mg/L 0,3 15 mg/L 0,32
115 Penicillium raistrickii >1000 mg/L 0,18 62 mg/L 0,12 62 mg/L 0,22 31 mg/L 0,24
116 Metarhizium anisopliae >1000 mg/L 0,24 >500 mg/L 0 250 mg/L 0,1 125 mg/L 0,14
117 Cladosporium langeronii 500 mg/L 0,08 0 0 15 mg/L 0,06 62 mg/L 0,06
118 FNE >1000 mg/L 0 0 0 0 0 31 mg/L 0,2
119 FNE >1000 mg/L 0,18 >500 mg/L 0 62 mg/L 0,14 62 mg/L 0,14
120 Penicillium commune >1000 mg/L 0,24 >500 mg/L 0,2 125 mg/L 0,24 62 mg/L 0,2
121 Metarhizium anisopliae >1000 mg/L 0,1 250 mg/L 0,1 125 0,28 125 mg/L 0,18
122 FNE 500 mg/L 0,28 0 0 62 mg/L 04 62 mg/L 0,3
123 FNE >1000 mg/L 0,2 >500 mg/L 0 62 mg/L 0,12 62 mg/L 0,1
124 Cryptococcus laurentii >1000 mg/L 0,1 31 mg/L 0 31 mg/L 0 125 mg/L 0,08
125 FNE >1000 mg/L 04 62 mg/L 0,1 250 mg/L 0,3 125 mg/L 0,22
126 Hormonema sp. 250 mg/L 0,02 0 0 62 mg/L 0,06 62 mg/L 0,06
127 FNE 500 mg/L 0,04 62 mg/L 0,02 15 mg/L 0,3 15 mg/L 0,32
128 Cryptococcus laurentii >1000 mg/L 0 62 mg/L 0,1 125 mg/L -0,8 125 mg/L 0,04
129 FNE 125 mg/L 0,1 31 mg/L 0,08 62 mg/L 0,1 0 0

130 FNE >1000 mg/L 03 250 mg/L 01 >500 mg/L 0,2 125 mg/L 0,1
131 Metarhizium anisopliae >1000 mg/L 0 250 mg/L 0,02 >500 mg/L 0,2 125 mg/L 0,08
132 Rhodotorula glutinis >1000 mg/L 0 250 mg/L 0 62 mg/L 0 62 mg/L 0

133 Evlachovaea sp. >1000 mg/L 0,2 >500 mg/L 0,1 125 mg/L 0,2 125 mg/L 0,06
134 FNE >1000 mg/L 0,14 62 mg/L 0,2 62 mg/L 0,1 31 mg/L 0,2
135 Beauveria bassiana >1000 mg/L 0,14 >500 mg/L 0,06 >500 mg/L 0,2 125 mg/L 0,1
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136 Fusarium sp. 500 mg/L 0,14 250 mg/L 0,2 125 mg/L 0,5 125 mg/L 0,3
137 FNE >1000 mg/L 0,1 >500 mg/L 0,02 250 mg/L 0,1 125 mg/L 0,1
138 Acremonium sp. >1000 mg/L 0,3 >500 mg/L 0,14 125 mg/L 0,24 125 mg/L 0,3
139 Galactomyces geotrichum >1000 mg/L 0,3 125 mg/L 0,1 250 mg/L 0,2 125 mg/L 04
140 Penicillium sp. >1000 mg/L 0,26 125 mg/L 0,14 250 mg/L 0,2 125 mg/L 0,3
141 | Exophiala phaeomuriformis >1000 mg/L 0,26 >500 mg/L 0,1 250 mg/L 0,2 62 mg/L 0,2
142 | Cladosporium cladosporioides ~ >1000 mg/L 0 62 mg/L 0 125 mg/L 0,1 125 mg/L 0,1
143 Trichoderma harzianum 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
144 Rhodotorula mucilaginosa 500 mg/L 0 125 mg/L 0 0 0 0 0
145 Candida tropicalis 500 mg/L 0,06 125 mg/L 0 >500 mg/L 0 31 mg/L 0
146 Aspergillus clavatus 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
147 Penicillium sp. 00/jan 0 0 0 31 mg/L 0,04 0 0
148 Massariosphaeria sp. 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
149 Issatchenkia orientalis >1000 mg/L 0 125 mg/L 0,04 0 0 0 0
150 Trichoderma atroviride >1000 mg/L 0,6 >500 mg/L 0,6 >500 mg/L 0,7 125 mg/L 0
151 Penicillium 500 mg/L 04 >500 mg/L 0,36 125 mg/L 0,38 62 mg/L 0,24
152 Pichia ocidentalis >1000 mg/L 0 0 0 0 0 31 mg/L 0,02
153 Rhodotorula mucilaginosa >1000 mg/L 0 >500 mg/L 0 0 0 15 mg/L 0
154 Aspergillus versicolor >1000 mg/L 0,1 62 mg/L 0,02 31 mg/L 0,44 15 mg/L 0,4
155 Lecytophora hofmani >1000 mg/L 0,06 >500 mg/L 0,14 62 mg/L 0,2 15 mg/L 0,26
156 Talaromyces sp. 500 mg/L 0,16 125 mg/L 0,14 250 mg/L 0,2 0 0
157 Fusarium verticilioides >1000 mg/L 05 >500 mg/L 0,5 >500 mg/L 0,5 0 0
158 FNE >1000 mg/L 0 125 mg/L 0 >500 mg/L 0 62 mg/L 0
159 Penicillium sp. >1000 mg/L 0,16 125 mg/L 0,08 31 mg/L 0,14 31 mg/L 0,14
160 FNE >1000 mg/L 0,54 >500 mg/L 0,06 125 mg/L 0,44 62 mg/L 0,34
161 Pichia fermentans 250 mg/L 0 125 mg/L 0 250 mg/L 0 31 mg/L 0
162 Capnodium sp. >1000 mg/L 0,08 >500 mg/L 0,06 125 mg/L 0,16 62 mg/L 0,08
163 Pichia kudriavzevii >1000 mg/L 0,2 >500 mg/L 0,12 125 mg/L 0,3 62 mg/L 0,2
164 Thichoderma harzianum >1000 mg/L 0,34 >500 mg/L 0,1 125 mg/L 0,34 31 mg/L 0,2
165 Penicillium chrysogeum >1000 mg/L 0,2 >500 mg/L 0,14 31 mg/L 0,26 62 mg/L 0,22
166 | Cladosporium cladosporioides ~ >1000 mg/L 0,06 0 0 250 mg/L 0,1 31 mg/L 0,1
167 Metarhizium anisopliae 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
168 Rhodotorula mucilaginosa >1000 mg/L 0 250 mg/L 0 62 mg/L 0 62 mg/L 0
169 Fusarium oxysporum >1000 mg/L 0,48 62 mg/L 0 62 mg/L 0,5 0 0
170 Stagonospora sp. 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
171 Rhodotorula glutinis >1000 mg/L 0,04 250 mg/L 0 0 0 31 mg/L 0,16
172 FNE 250 mg/L 0,1 0 0 62 mg/L 0,1 31 mg/L 0,1
173 Trichoderma hamatum >1000 mg/L 0,7 >500 mg/L 0,2 >500 mg/L 0,7 62 mg/L 0,7
174 FNE >1000 mg/L 0,3 125 mg/L 0,32 >500 mg/L 05 62 mg/L 0,7
175 Beauveria bassiana 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
176 Alternaria tenuissima >1000 mg/L 0,26 250 mg/L 0,04 250 mg/L 0,2 62 mg/L 0,2
177 Cladosporium langeronii >1000 mg/L 0,1 250 mg/L 0,04 250 mg/L 0,3 31 mg/L 0,3
178 | Exophiala phaeomuriformis >1000 mg/L 0,28 125 mg/L 0,04 250 mg/L 0,4 31 mg/L 0,3
179 Evlachovaea sp. >1000 mg/L 0,1 250 mg/L 0,04 250 mg/L 0,1 125 mg/L 0,18
180 Metarhizium anisopliae 500 mg/L 0,04 250 mg/L 0,04 250 mg/L 0,1 62 mg/L 0,04
181 Fusarium oxysporum >1000 mg/L 0,5 250 mg/L 04 250 mg/L 0,5 125 mg/L 0,5
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182 Massariosphaeria sp. >1000 mg/L 0,04 >500 mg/L 0 250 mg/L 0,04 125 mg/L 0
183 Penicillium sp. >1000 mg/L 0,04 250 mg/L 0,1 250 mg/L 0,16 125 mg/L 0,04
184 Trichoderma harzianum >1000 mg/L 0,9 >500 mg/L 0,7 125 mg/L 13 62 mg/L 0,9
185 | Trichoderma longibrachiatum >1000 mg/L 0,7 250 mg/L 04 >500 mg/L 0,7 125 mg/L 0,7
186 Lecythophora hoffmannii >1000 mg/L 0,1 250 mg/L 0,06 250 mg/L 0,1 125 mg/L 0,1
187 Penicillium sp. >1000 mg/L 0,12 >500 mg/L 0,12 62 mg/L 0,24 15 mg/L 0,1
188 Trichoderma hamatum >1000 mg/L 0,7 >500 mg/L 0,5 >500 mg/L 0,64 31 mg/L 0,7
189 Lecythophora hoffmannii >1000 mg/L 0,04 >500 mg/L 0 0 0 31 mg/L 0,1
190 | Microsphaeropsis arundinis >1000 mg/L 04 250 mg/L 0,3 0 0 31 mg/L 0,24
191 Massariosphaeria sp. >1000 mg/L 0,04 250 mg/L 0,1 62 mg/L 0,16 15 mg/L 0,08
192 Penicillium citrinum >1000 mg/L 0,08 >500 mg/L 0,06 15 mg/L 0,12 62 mg/L 0,06
193 Hormonema sp. >1000 mg/L 0,1 250 mg/L 0,1 0 0 31 mg/L 0,08
194 Phoma pratorum 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
195 Penicillium griseofulvum >1000 mg/L 0,04 250 mg/L 0,08 62 mg/L 0,18 62 mg/L 0,12
196 Trichoderma harzianum >1000 mg/L 0,7 >500 mg/L 0,7 250 mg/L 0,46 0 0
197 Geotrichum sp. >1000 mg/L 0,04 250 mg/L 0,1 0 0 31 mg/L 0,16
198 Rhodotorula mucilaginosa >1000 mg/L 0,04 250 mg/L 0,1 0 0 31 mg/L 0,16
199 Penicillium citrinum >1000 mg/L 0,12 >500 mg/L 0,14 62 mg/L 0,18 62 mg/L 0,14
200 Geotrichum sp. >1000 mg/L 0,04 250 mg/L 0,1 0 0 31 mg/L 0,16
201 Trichoderma harzianum >1000 mg/L 0,8 >500 mg/L 0,7 250 mg/L 0,7 0 0
202 Trichoderma harzianum >1000 mg/L 1 >500 mg/L 0,7 125 mg/L 1,2 0 0
203 FNE >1000 mg/L 0,28 250 mg/L 0,24 62 mg/L 0,3 31 mg/L 0,3
204 | Trichoderma longibrachiatum 500 mg/L 1 >500 mg/L 0,3 250 mg/L 1,2 0 0
205 Penicillium citrinum >1000 mg/L 0,12 >500 mg/L 0,08 62 mg/L 0,12 62 mg/L 0,1
206 Trichoderma citrinoviride >1000 mg/L 0,5 >500 mg/L 0,26 >500 mg/L 0,6 31 mg/L 0,4
207 Fusarium oxysporum 500 mg/L 0,5 62 mg/L 0,3 62 mg/L 0,44 31 mg/L 0,4
208 Debaryomyces hansenii 250 mg/L 0 0 0 62 mg/L 0,44 0 0
209 Penicillium citrinum >1000 mg/L 0,14 >500 mg/L 0,08 62 mg/L 0,1 62 mg/L 0,1
210 Lecytophora sp. 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
211 Penicillium sp. 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
212 Candida orthopsilosis >1000 mg/L 0 0 0 0 0 0 0
213 Rhodotorula mucilaginosa 250 mg/L 0,02 62 mg/L 0 0 0 0 0
214 Candida tropicalis 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
215 Trichoderma sp. >1000 mg/L 0,42 >500 mg/L 0,26 250 mg/L 0,4 0 0
216 FNE >1000 mg/L 0,1 >500 mg/L 0,1 125 mg/L 0,4 62 mg/L 0,4
217 Rhodotorula minuta 500 mg/L 0 250 mg/L 0 0 0 0 0
218 Aspergillus 500 mg/L 0,24 >500 mg/L 0,1 31 mg/L 0,14 62 mg/L 0,14
219 Aspergillus 500 mg/L 0,04 62 mg/L 0,04 62 mg/L 01 15 mg/L 0,06
220 Penicillium >1000 mg/L 0,12 >500 mg/L 0,06 62 mg/L 0,12 62 mg/L 0,1
221 FNE 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
222 | Chlorella sorokiniana (alga) 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
223 Candida sojae >1000 mg/L 0 250 mg/L 0 250 mg/L 0 0 0
224 Phialemonium curvatum >1000 mg/L 0,1 >500 mg/L 0,06 0 0 0 0
225 Aspergillus flavus >1000 mg/L 0,3 125 mg/L 0,02 0 0 0 0
226 Trichoderma asperellum >1000 mg/L 0,74 >500 mg/L 0,56 250 mg/L 0,32 0 0
227 Trichoderma atroviride >1000 mg/L 0,5 >500 mg/L 0,7 >500 mg/L 0,7 0 0
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228 Lophiostoma sp. 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
229 Cerebella andropogonis >1000 mg/L 0 0 0 0 0 0 0
230 FNE >1000 mg/L 0,3 >500 mg/L 0,1 62 mg/L 0,34 0 0
231 | Talaromyces trachyspermus 500 mg/L 0,1 62 mg/L 0,1 0 0 0 0
232 Fusarium verticillioides >1000 mg/L 0,1 >500 mg/L 0,1 250 mg/L 0,08 0 0
233 Phoma sp. 500 mg/L 0,04 62 mg/L 0,1 62 mg/L 0,04 31 mg/L 0,3
234 Trichoderma asperellum >1000 mg/L 0,68 >500 mg/L 04 250 mg/L 0,14 0 0
235 Acremonium atrogriseum 250 mg/L 0,04 250 mg/L 0 0 0 0 0
236 Trichoderma viride >1000 mg/L 0,46 >500 mg/L 0,28 250 mg/L 0,16 0 0
237 Candida quercitrusa >1000 mg/L 0 62 mg/L 0,1 125 mg/L 0,02 0 0
238 Trichosporon laibachii >1000 mg/L 0 0 0 0 0 31 mg/L 0,2
239 Trichoderma harzianum >1000 mg/L 0,6 >500 mg/L 0,6 >500 mg/L 0,6 31 mg/L 0,6
240 Parastagonospora nodorum 250 mg/L 0,04 250 mg/L 0 0 0 0 0
241 | Fusarium oxysporum f. cubense  >1000 mg/L 0,46 >500 mg/L 0,36 62 mg/L 0,5 125 mg/L 0,2
Fusarium oxysporum f. sp.

242 ciceris >1000 mg/L 0,36 >500 mg/L 0,3 125 mg/L 0,7 125 mg/L 0,3
243 | Wickerhamomyces anomalus >1000 mg/L 0 250 mg/L 0 >500 mg/L 0 0 0
244 Pichia Kluyveri 500 mg/L 0,02 125 mg/L 0 0 0 0 0
245 Pichia fermentans >1000 mg/L 05 >500 mg/L 0,2 >500 mg/L 0,7 125 mg/L 05
246 Lecytophora decumbens >1000 mg/L 0,3 >500 mg/L 0,2 250 mg/L 0,3 31 mg/L 0,26
247 Fusarium solani >1000 mg/L 0,34 125 mg/L 0,06 250 mg/L 04 62 mg/L 0,2
248 Fusarium equiseti >1000 mg/L 0,04 0 0 250 mg/L 0,22 0 0
249 Epicoccum sorghinum >1000 mg/L 0,1 >500 mg/L 0 250 mg/L 0,1 0,5 -0,16
250 Cladosporium perangustus 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
251 Westerdykella purplrea >1000 mg/L 0,2 >500 mg/L 0,26 >500 mg/L 0,2 125 mg/L 0,4
252 Fusarium oxysporum >1000 mg/L 0,3 125 mg/L 0,02 250 mg/L 0,5 62 mg/L 0,3
253 Penicillium sp >1000 mg/L 01 250 mg/L 0,02 62 mg/L 0,08 15 mg/L 0,08
254 Phaeosphaeria sp. 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
255 Epicoccum nigrum 500 mg/L 0,06 0 0 0 0 31 mg/L 0,2
256 Phoma herbarum >1000 mg/L 0,54 62 mg/L 0,1 >500 mg/L 0,34 125 mg/L 0,26
257 Pichia kluyveri 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
258 | Microsphaeropsis arundinis >1000 mg/L 04 250 mg/L 0,3 >500 mg/L 0,7 62 mg/L 0,3
259 | Fusarium oxysporum f. cubense  >1000 mg/L 0,2 62 mg/L 0,02 125 mg/L 0,3 125 mg/L 0,2
260 Dothideomycetes sp. >1000 mg/L 0,1 >500 mg/L 0,2 >500 mg/L 0,1 62 mg/L 0,1
261 Aspergillus sydowii >1000 mg/L 0,04 250 mg/L 0,08 62 mg/L 0,18 15 mg/L 0,12
262 Lecytophora decumbens >1000 mg/L 0,4 >500 mg/L 0,64 >500 mg/L 0,4 125 mg/L 0,7
263 | Cladosporium cladosporioides ~ >1000 mg/L 0,1 62 mg/L 0 125 mg/L 0,2 62 mg/L 0,14
264 Epicoccum sorghi 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
265 Pichia kluyveri 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
266 Trichoderma atroviride >1000 mg/L 0,7 >500 mg/L 0,2 >500 mg/L 04 125 mg/L 0,7
267 Microdochium bollevy 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
268 Rhodotorula minuta >1000 mg/L 0,04 0 0 0 0 62 mg/L 0,02
269 Penicillium citreonigrum >1000 mg/L 0,7 >500 mg/L 0,44 >500 mg/L 0,4 125 mg/L 0,6
270 | Fusarium oxysporum f. cubense 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
271 | Cladosporium cladosporioides >1000 mg/L 0,2 >500 mg/L 0,1 125 mg/L 0,1 62 mg/L 0,1
272 FNE 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
273 Fusarium solani 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
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274 | Cladosporium cladosporioides >1000 mg/L 0,18 >500 mg/L 0,1 62 mg/L 0,14 62 mg/L 0,1
275 Microsphaeropsis arundinis >1000 mg/L 0,26 >500 mg/L 0,04 125 mg/L 0,32 62 mg/L 0,2
276 | Cladosporium sphaerospermum 500 mg/L 0 0 0 125 mg/L 0,1 62 mg/L 0
277 Stagonospora sp. 00/jan 0 0 0 125 mg/L 0,06 62 mg/L 0
278 FNE >1000 mg/L 0,2 >500 mg/L 0 >500 mg/L 04 62 mg/L 0,2
279 Trichoderma virens >1000 mg/L 0,8 >500 mg/L 0,9 250 mg/L 0,6 62 mg/L 0,86
280 Trichoderma asperellum >1000 mg/L 1 >500 mg/L 0,8 250 mg/L 0,9 62 mg/L 1
281 Trichoderma atroviride >1000 mg/L 04 >500 mg/L 0,54 250 mg/L 1,2 31 mg/L 0,7
282 Trichoderma atroviride >1000 mg/L 1 >500 mg/L 0,3 250 mg/L 0,9 62 mg/L 0,56
283 Issatchenkia orientalis >1000 mg/L 0,04 >500 mg/L 0 0 0 125 mg/L 0,02
284 Trichoderma asperellum >1000 mg/L 1 >500 mg/L 0,4 250 mg/L 0,74 62 mg/L 0,8
285 Trichoderma atroviride >1000 mg/L 0,9 >500 mg/L 0,7 250 mg/L 11 62 mg/L 0,48
286 Trichoderma virens >1000 mg/L 0,8 >500 mg/L 0,9 250 mg/L 0,5 31 mg/L 0,5
287 | Cladosporium cladosporioides >1000 mg/L 0 0 0 125 mg/L 0,08 62 mg/L 0,08
288 FNE 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
289 Pichia norvegensis 250 mg/L 0 0 0 0 0 0 0
290 | Cladosporium cladosporioides 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
291 Rhodotorula mucilaginosa 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
292 Levedura 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
293 Candida orthopsilosis 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
294 Pichia kudriavzevii >1000 mg/L 0,1 0 0 0 0 125 mg/L 0,06
295 Issatchenkia orientalis 250 mg/L 0,22 0 0 125 mg/L 0,2 0 0
296 Levedura 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
297 Metarhizium anisopliae >1000 mg/L 0,2 0,5 -0,16 >500 mg/L 0,1 62 mg/L 0,1
298 Pichia kudriavzevii 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
299 Aspergillus restrictus >1000 mg/L 0,46 >500 mg/L 0,1 250 mg/L 0,4 125 mg/L 0,2
300 Aspergillus sp 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
301 Pichia norvegensis 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
302 Phoma macrostoma >1000 mg/L 0,34 62 mg/L 0,1 250 mg/L 0,3 62 mg/L 0,4
303 Trichosporon sp. 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
304 | Cladosporium cladosporioides ~ >1000 mg/L 0 0 0 62 mg/L 0,14 62 mg/L 0,06
305 Galactomyces geotrichum 500 mg/L 0 0 0 0 0 62 mg/L 0
306 Cryptococcus humicolus 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
307 Aspergillus rubrum 500 mg/L 0 0 0 0 0 0 0
308 Trichoderma atroviride 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
309 Candida intermedia >1000 mg/L 0,8 >500 mg/L 0,3 250 mg/L 0,9 62 mg/L 0,6
310 Candida intermedia >1000 mg/L 0 0 0 250 mg/L 0,02 62 mg/L 0
311 Aspergillus niveoglaucus 500 mg/L 0 0 0 0 0 62 mg/L 0,04
312 Candida intermedia >1000 mg/L 0 0 0 62 mg/L 0 125 mg/L 0
313 | Trichosporon mycotoxinivorans ~ >1000 mg/L 0,1 125 mg/L 0 0 0 125 mg/L 0,1
314 Mucor circinelloides >1000 mg/L 0,6 >500 mg/L 0,24 250 mg/L 0,66 >250 mg/L 04
315 Trichosporon sp. >1000 mg/L 0,1 0 0 0 0 125 mg/L 0,1
316 Candida orthopsilosis >1000 mg/L 0 250 mg/L 0 0 0 125 mg/L 0
317 Aspergillus niveoglaucus 00/jan 0 0 0 0 0 0 0
318 Trichosporon domesticum >1000 mg/L 0,1 125 mg/L 0 0 0 125 mg/L 0,1
319 Aspergillus restrictus >1000 mg/L 0 0 0 0 0 0 0
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320 Galactomyces geotrichum >1000 mg/L 0,44 62 mg/L 0,3 125 mg/L 0,1 125 mg/L 0,2
321 Candida orthopsilosis >1000 mg/L 0,3 >500 mg/L 0,24 >500 mg/L 0,5 62 mg/L 0,2
322 Mucor circinelloides >1000 mg/L 0,4 >500 mg/L 0,3 >500 mg/L 0,5 62 mg/L 0,3
323 Candida intermedia >1000 mg/L 0,04 >500 mg/L 0 >500 mg/L 0,04 62 mg/L 0,04
324 Penicillium griseofulvum >1000 mg/L 13 >500 mg/L 11 >500 mg/L 13 125 mg/L 13
325 Mucor circinelloides >1000 mg/L 0,3 250 mg/L 0,18 250 mg/L 0,2 62 mg/L 0,28
326 | Lecythophora aff. decumbens >1000 mg/L 0,32 >500 mg/L 0,2 >500 mg/L 0,6 62 mg/L 0,2
327 Penicillium citreonigrum >1000 mg/L 0,1 125 mg/L 0,06 62 mg/L 0,08 62 mg/L 0,04
328 Cryptococcus humicolus >1000 mg/L 0 0 0 62 mg/L 0,04 125 mg/L 0

329 Mucor circinelloides 00/jan 0 0 0 0 0 0 0

330 Criptococcus sp. 250 mg/L 0 0 0 62 mg/L 0 125 mg/L 0

331 Rhodotorula mucilaginosa >1000 mg/L 0 >500 mg/L 0 62 mg/L 0,04 62 mg/L 0,04
332 Trichoderma sp. >1000 mg/L 1,3 >500 mg/L 0,4 >500 mg/L 1,1 125 mg/L 1,3
333 Eupenicillium katangense >1000 mg/L 1,3 >500 mg/L 0,2 >500 mg/L 1,3 125 mg/L 1,3
334 Penicillium crustosum >1000 mg/L 0,1 >500 mg/L 0,06 62 mg/L 0,24 15 mg/L 0,24
335 Trichoderma atroviride >1000 mg/L 13 >500 mg/L 0,06 >500 mg/L 13 125 mg/L 13
336 Penicillium commune >1000 mg/L 0,2 >500 mg/L 0,08 62 mg/L 0,24 62 mg/L 0,24
337 Mucor circinelloides >1000 mg/L 0,2 >500 mg/L 0,36 >500 mg/L 0,64 62 mg/L 0,2
338 | Trichosporon coremiiforme >1000 mg/L 0,1 125 mg/L 0 125 mg/L 0,1 125 mg/L 0,1
339 Trichoderma asperellum >1000 mg/L 0,26 >500 mg/L 0 >500 mg/L 0,04 62 mg/L 0,1
340 Penicillium citrinum >1000 mg/L 0,28 250 mg/L 0,2 125 mg/L 0,3 31 mg/L 0,36
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Title: Evaluation of capacity of fungal growth, retention and absorption of heavy metals by
Trichoderma spp. for potential use in bioremediation processes

Abstract: « Background and aims: In Brazil, pollution of water bodies has reached areas
beyond the sewage effluents. This has resulted in serious pollution of rivers, lakes and dams.
Heavy metals are among the main sources of environmental contamination. In addition, heavy
metals such as Lead, Cadmium, Chromium and Mercury are not biodegradable and can enter
the food chain causing damage to the health of animals and humans. Methods using
microorganisms are less harmful to the environment than physical-chemical methods.
Microrganisms, especially fungi, are known for their ability to tolerate, uptake and detoxify
heavy metals. Trichoderma spp. fungi is an important fungal genus for bioremediation of
toxic pollutants, because it is commonly found in the environment and is highly resistant to a
wide range of toxic heavy metals, and is therefore an important fungal genus be operated as a
genetic resource for use in bioremediation of toxic pollutants. Therefore, the aim of this study
was to isolate and to characterize fungal species of the genus Trichoderma recovered from
aquatic environments, to evaluate its rate of growth compared to heavy metal ions and to
assess the ability of retention or absorption of heavy metals in surface and cellular
compartments.

» Methods: The water and sediments samples were collected from urban rivers in Sdo Paulo
State, Brazil. The isolated were selected through preliminary screening. The identification
was given by classical methods and sequencing the ITS gene. The selected fungi (40
Trichoderma spp.) was tested to assess the rate of radial growth across the following
concentrations of Lead (1g/L), Cadmium (0. 5 g/L), Chromium (0. 250 g/L) and Mercury
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(0.125 g/L) in order to get the best strains with potential application in bioremediation
processes.

* Results: The most prevalent isolates were T. atroviride (n = 12), followed by T. harzianum
(n =8), T. asperellum (n = 7) and others. The strain had higher growth velocity radial front of
each of the heavy metals was a strain of T. harzianum presenting a Radial Growth Rate 0.9
cm / day (concentration of Pb - 1g/ L), RGR 0.7 cm / day (concentration of Cd - 0.5 g/ L),
RGR 0.8 cm / day (concentration of Cr - 0.25 g/ L) and RGR of 0.9 cm / day (concentration
of Hg - 125¢g / L). This strain was subjected to ultra-thin sections and analyzed by
transmission electron microscopy demonstrated that all heavy metals were absorbed / retained
on the cell surface and / or cellular compartments of the fungus varying function of
temperature, time, concentration of metals and pH .

« Conclusions: This study presents a great biotechnological potential, since remediation using
microorganisms is less damage to the environmet than physical-chemycal methods. The use
of these strains in bioremediation studies can open up new application possibilities.
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Abstract:

In Brazil, pollution of water bodies has increased and result in pollution of rivers, lakes and
reservoirs in large proportions. Heavy metals are among the most polluting elements. In
adittion, heavy metals are recalcitrant elements in the aquatic environment. Thus, studies
featuring fungus capable of degrading these pollutants are needed. The aim of this study was
to isolate and to characterize fungal species in aquatic environments contaminated by heavy
metals evaluating its radial growth rate compared to the ions of heavy metals (Lead,
Cadmium, Chromium and Mercury).

Materials:

Fungal species resistant to heavy metals Pb, Cd, Cr and Hg were isolated and selected from
samples of water and sediment collected from contaminated places by heavy metals (Tieté
and Pinheiros rivers and Billings Dam). The identification of isolates was performed by
classical methods. The selected fungi was tested to assess the rate of radial growth across the
following concentrations of Pb (1g/L), Cd (0.25 g/L), Cr (0.125 g¢g/L) and Hg (0.125 g¢/L) in
order to get the best strains with potential application in bioremediation processes.

Results:

A total of 340 fungal isolates resistant to heavy metals (Pb, Cd, and Hg) were obtained.
Among the filamentous fungi (n = 262), the genus Penicillium was the most common (n =
51), followed by Trichoderma (n = 27), Aspergillus (n = 20) and Fusarium (n = 14). Among
the identified yeast (n=78): Rhodotorula (n = 12), followed by Candida (n = 3), and
Cryptococcus (n = 3). The possible use of these strains in bioremediation can open up new
application possibilities. Trichoderma spp. are the strains that had the fastest growth velocity
front each of the heavy metals showing VCR 0.9 cm/day (Pb), VCR 0.7 cm/day (Cd), VCR
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0.8 cm/day and VCR 0.9 cm/day (Hg), Curvularia afinis with VCR 0.3 cm/day at a
concentration of 1g/L - Pb; Penicillium sp. with VCR 0.26 cm/day at a concentration of 0.5
g/L - Cd; Aspergillus sp. VCR 0.42 cm/day at a concentration of 0,125¢/L -Cr and
Microsphaeropsis arundinis VCR 0.24 cm/day at a concentration of 0,125¢/L -Hg.

Conclusion:

This study presents a great biotechnological potential, since remediation using
microorganisms has less aggression to the whole ecosystem involved targeting a number of
benefits to the environment.
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Abstract

\

Recently, heavy metal poliution has decome a3 worldwide comcem. Saccharomyces cemewisiae rave been
wzed for bioremediation process for heavy metal uptake. in this study, S. cerevisise was geneticaly modified with
the gene EC20 (synthetic phytocheiatn) wih the purpose to enhance the accumuiation capabifty for Lead (Fo™)
and Cadmium (Ca*™). & cerevisiae has showed high biozcrption capabiity of Fb*", foliowed by Co™. Indeed, the
fransformed ceils exhidbRed sven higher cagacly 0 accumuiate iead. TEM (trantmission electronic microscopy)
Images of transformed 5. cerevisioe showed accumuiation of heavy metalz on cefl wall, which was alzo verfed by
EDS (energy Cizpersive spectram). There are many mechanisms nvoived In metal uptake and for some unknown
r=ason. The results of yeast expressing EC20 were betier detected when yeast celis were groan In the presence of
Fb™ Tan wih Cd™, as clearty cbserved with the mprovement in Pb™ retenion by yeast ceil wail

Keywords: Yest Genetic modifications; Transformation; Heavy
metals; Cadmlian; Lead uptake

Introduction

In recent years, pollutton of wastewater has Increased and beavy
metals (sch as lead and cadmizm) are one of the heavy metals in the
emvtronment, causing health efects [1-4] and seriowes environmental
problems [5-8]. Mining, industrial and volcanic activities are the main
source of beavy metals In environment [9]. In the aquatic system,
heavy metal pollution has become an enviroomental concermn, as 1t 1s
extremely recalcitrant and non-degradable. Even at low concentrations,
heavy metals can caase toxicity to humans and other forms of Itfe |5].
It ts necessary to uplake these heavy metals from wastewater before
1ts disposal. The toxicity of hexvy metals could be transformed from
relevant low toxic species Into more toxic forms. Moreover, most of
the beavy metal salts are soluble In water, hindering some methods of
separatton (such as, chemical exidation or reduction, electrochemical
treatment, evaparattve recovesy, Sltration, chemical precipitation, ton
exchange, membrane technologies, adsorption on acttvaied carbon)
{10]. As 2 ressdt, microblal blomass s an option for developing
economic and eco-friendly wastewater trestment process [11,8]. An
alternative process ts called hiosorption that cin be defined as the
removal of metal from solutica by biological matertal (blosorbents)
{12]. These biosorbents can effectively sequester dissolved metal
fons of solutions with high efficency and speed. It also offers several
advantzges over conventiomal trestment methods Inclading cost
effecttvencss, mintmization of diemical/btologtcal sludge and
regeneration of blosorbent with possibility of metal recovery [13].
Metal polluted envtronment contalns fungt, which has adapted 1o toxik
concentration of heavy metals and become metal reststant [14]. Metals
retentton by living fungt depends an several factors such as odiure
conditions and metal concentration [15]. Espectally, fungt used for
blosorption can be fulfilled by stmple physical methods without any
damaging the fung structural Integrity [16). Saccharomyces cerevisiae
can be eastly culitvated wsing fermentation techalgues
and inexpenstve growth media [17] at larpe scale or collected from
waste of food industries and have become a2 benchmark in the study
of btosorption. Moreover, it Is an excellent model microosganism
in btological research and its dlomass is also considerad as safe [I8-
20|. Therefore, blosorbents made from S crevisiar can be castly
accepted by the public when applied especially to investigate the

nteractions of metal -microbe at molecudar level [21]. The use of yeasts
in model systems s particalarly attracttve because of the exsy penetic
mantpaiation and the avathbelity of the complete genomic sequence
knowledge on the malecular biology of the yeast is helpful to 1denttfy
the molecular mechantsm of biosocption In metal jon remaval [22-24).
Transformation techmique 1s 2n tmportant tool tn which exogenoos
DNA s introduced into 2 cal, resuliing In genetic modiScation. To
tmprove the Mosorption capackty of the potential yeast blosorbent, 2
short metal-binding can be displayed tn the cell's surface with purpose
to mcrease Its heavy metal blosarption capacity from soluttons. Among
the heavy metal-binding in the cdls the phytocheating {PCa) s one
of the best studied so far [25]. The ECZ0 gene encodes a synthetic
phytochelatin [25-27]. These peptides bind o metal Jons, keeping
themn oo thetr cdl surface [28,29]. To verify the cipactty of binding
heavy metal on the fungal cdl, progress has been made in exploring
the cell surface ultra-structure of yeasts owing to the devdopment of
techniques sach as the transmission dectroa with energy-
disperstve spectrum analysts {TEM-EDS) [18].

The 21m of this stady was to modify by genetic transformation a
strain of 8. cerevistae to improve the blosarption of toxic heavy metals
(Lead and Cadmliam) and o compare the strain’s capactty of retaining
heavy metals before the genetic transfucmation and after that

Materials and Methods

Saccharomyces cerevisiae and Escherichia coli strains and
growth media

S corevissar W303-IA (MATa ade2-! trpl-J hisi-LIS feml-
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Pege 2o %

3,112 wra3-! prcan’) stratn (K. Rothstein-Columbia Untyersity) was
culttvated oo rich glucose medta (YPD - 1% yeast extract, 2% peplone,
2% dextrose) and mintmal glocose media (L67% yeast nifrogen
tases, 2% glucose) supplementad with the appropriate auxotrophic
supplements. The £ coif straim RR1 (A(gpt-proA )62, leuB6, the. |, lac¥1,
hecd, 20, rpsL.20 (Ser’), ara-14, gaiK 2, xyl-5, mii-1, supEAd, mcrB, ) (3183)
was cultivated on L plate (Larta Bertam) supplemented or not with
amptcilin for plasmid selection.

EC20 synthesis, vectors construction and yeast transformation

EC20 was assembled from the oligonedectides patrs BC20-1 and
BC20-2 [30-32]. The complementary oligonuclectides were beated 2t
0FC for 2 min and hybridtzed, first a1 55°C for 30 min followed by 37°C
for 30 min. The doable stranded fragment was digested, raspectively,
with BamHI and Hindlll and inserted tnto YIp351 [33] and YCp22
contalning the TRP! marker [34] previowsly cut with the mme
restriction envymes. Yip351-BC20 and YCp22-EC20 recombinamt
plasmids transformed W303-1A yeast strain following the procedure
of Schied] and Gietz [35). Yip351-EC2) was nsartzed with HstX] and
integrated into chrosnosamal LEU2 Jocus | 30).

Recombinant DNA manipulation

Standard methads were used for recombinant DNA mantpalations,
E colt and transformation [36] The recombinant plasmids
Yip351-EC20 and YCp22-EC2D were isolated from E colt in small
and medium scale procedures [37.38]. For plasmid sequencing was
used the Pure Yetld TM Plasmid Min! prep System kit (Promega Co.,
Madison, WI, USA). The obtained sequences were amalyzed ustng Bio
Edit program.
Metal ion solutions and biomass preparation

Two kinds of metal jon solution were usad: solutions costalning
lead and cadmium. Metal lom solutions were made by dissalving
amalytical PHCH CO0), . 3H 0 (1g/L) and, Cd(3, . 2,5H 0 (05g/L) n
detantzed water. The fungal blomass was prepared in Sabouraud broth
(5b) (Oxotd, England), and Incubated at 25°C for 5 days, and shaked 21
150 rpm. After Inasbation, the peliets were harvested and washed with
double-defonized water, corresponding 1o live blomass. The pH value
of the soluttons was adjusted. The conditions were aptimized during

the preliminary experiments 1o have all metals tn a dissolved aqueous
form and to achieve high blosorption capacity of 2ll metal lons,

Transmission electronic microscopy

From the growth of fungt, broth was fidered to obtatn btomass
that was sent to the micratome sector to obtain the witrathin sections.
The witrathin sactions were examined by dectron microscopy (JEOL-
1010) at IPEN and ICB department 2t the Untversity of Sao Paulo.
Transmisston deciron microscopy was performued with the straln of S
cerevistae modified genetically and non-medified in this study with the

purpose to reveal the presence of heavy metals tn the fungal cdl.
Results
Transformation of Saccharomyces cerevisiae

With regard to tmnsformation of yeast, S. ceravisiae strain was
transformed  with YCpZZ-EC20 and YIp351-ECI0 recomblmnt
YCpZ2-EC20 was chosen for yeast plasmid rescue and #t was again
sequenced confirming the stabfity of YCp22-BEC20 in yeast The
transformed cells were tested for tncreased ability to chelate heavy
metals into their cell surface. which showed an Improvement tn

Its capabiiity to grow in madium amended with different lead and
cadmium concentrations.

Transmission clectronic microscopy

Transmisston clectron microscopy tmages and EDS amalysts of the
cells of 5. cerevistae showed that heavy metals uptake bave Increased
by transformed yeast cells and also revealed the presence of heavy
metals mainly in the cell wall. Comparing to the comtrol (Figure 1), the
cells showed 2 high Increase In thetr Pb™ binding capacity (Figure 22
and b). The micrograph Figure 22 showed a transformed § cerevisioe
afler gemetic transformation and the lead accumulated tn the wall cdl
The micrograph Figure b showed 2 non-transformed S. cerevistae
and the wall cell with less Jead accumulated. As indicated above, we
observe that § cerevisiae celis have a lower capacity of (5@ binding
than Pb™ binding (Figure 32 and 3b). TEM 1mages and EDS amalysts
of S corevidas grown In the presence of Cadmium afier genetic
transformation. The micrographs (Pigure 2a) showed 2 transformed S
cerevisiae with cadmiizm accumulated tn the wall call. The micrograph
(Figure 2b) showed 2 non-transformed S cevevisiae and cdll wall
without cxdmium acoumalated. No heavy metals were detected In
the control. As a result, durtng blosorption, the cells of S. cerevisioe
rdeased some substances without strongly damaging the celis tntegrity.
‘The presence of dectron-dense deposits was observed by transmission
dectron microscopy.

Discussion

Yeast cells have been used in the removal of heavy metal sans
from wastewater [35-41]. Scerevisiae could treat 2l major toxic heavy
metals [1]. Metals are frequently internaitzed by the fungnl cell and are
accurmulaied into the vacucles or can also be bound to low moleadas
weight protetns such as phytochelatins [41.42]. To tmprove metal uptake
cipacity, some techmigoes of blomass processing have been dudied.
Most blomass modiScatton techniques described In the Mterature have
shown to Improve biosorption ability [43,.44). Matabolism. independent
binding of metal jons tn yeast cell 1s ususlly fast and large amoants of
heavy metals can be bound to the cell [1]. In cur stady, S cerevisioe
cells weze genetically transformed. Synthetk genes sncoding foc EC20
were synthesized as described previously [2532]. Accoeding to our
stucly, modified and non-modified stratns were used to uptake lead and
aadmiam from beoth. In studles of Bae [25), the EC20 gene was usad to

LA} " (1) . " “ LA “ o " "N

J contel TEM images and EDX analyss of S, covevisien
grown In the absence of heavy metals. The microgragh showed @ ntact cell
Wihout damaged and EDE wihout pesis of P and Cd confirmed.
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anchar EC20 on the surface of the celis, providing an increase in thelr
heavy metal binding capacity. Furthermare, Blondo et al. [32] described
the effects of the cell surface display of a synthetic phytochelatin tn
Cuprtavidus metalidurans for enbanced metals bloremediation. Great
progress has been made 1n exploring the cel serface ultra-strocture of
yeasts owing 1o the development of techniques such as the transmisston
dectron microscopy with energy-dispersive spectrum znaiysts (TEM-
EDS). In oar expertments the majority of accumulated Pb™ was found
in the cdl wall, indicating the involvement of functtonal groups of
cell wall [45-47], m sequestering the Pb™ jons. Marsover, Brady and
Duncan [47] also found that blosorption cam be achleved through
coenplexation by cell wall and membeane hydroxylated components.
Kunst and Roomans [48] found palyphosphate grasules Jocaltred in

———— _—

or dose to the cell vacuoles, which are the mayjor storape vesicles for
heavy metal lons in 8. cerevistoe. Ordovich and Ashford [45] followed
wp on aforementioned studies znd determined the exacd vacoolar
locattan for palyphosphate granales incorporation. Favero et al. [50]
found that 80% of Cd** was bound to the hyphal cell walls in their study
of Firurohes ostreatus. In summary, the potenttal advantages in wse of
fungal blomass espectally S. cerevisiar certalnly coudd be applied for
treatment of large scale hesvy metals pollutants without the generation
of toxic dudge In the mme context, genetic mantpalation of S
cerevisiae could to tncrease the biosoption of heavy metals.
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