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RESUMO

A produgado de alimentos € mundialmente baseada na agricultura convencional, e
faz uso de quantidades cada vez mais exorbitantes de produtos sintéticos para
controlar as pragas presentes no campo, o que gera contaminagdo de alimentos,
exposigao do agricultor a produtos téxicos e impacto a microbiota presente nas
areas agricolas. Esses microrganismos (incluindo as leveduras, que sao fungos
unicelulares), além de serem Uuteis a diversas aplicagdes biotecnoldgicas, realizam
diversos servigos ecossistémicos, promovendo crescimento e defesa de organismos
vegetais e contribuindo para o equilibrio ecolégico do ambiente. Este trabalho foi
desenvolvido em duas partes: no capitulo 1, encontra-se um artigo de reviséo que
ressalta a importancia das leveduras no ambiente, o impacto que produtos sintéticos
causam a elas e os mecanismos de resisténcia desenvolvidos por esses
microrganismos. No capitulo 2, sdo apresentados dados de testes laboratoriais
realizados com sete linhagens de leveduras selvagens da cole¢ao do Laboratério de
Bioquimica de Leveduras do Campus Chapecé da UFFS, previamente isoladas dos
insetos Astylus variegatus, Tetragonisca angustula e Scaptotrigona postica. As
cepas de leveduras foram inoculadas em meio YPD liquido junto a herbicidas
sintéticos com os ingredientes ativos glifosato (nas concentragdes de 3,255 g/L, 6,51
g/L, 13,02 g/L, e 26,04 g/L) e 2,4-D (nas concentragdes de 1,51 g/L, 3,02 g/L, 6,045
g/L e 12,09 g/L) e mantidas por 48 h a 30 °C em agitador orbital a 145 rpm.
Amostras foram retiradas no tempo zero e as 14, 24, 38 e 48 horas de cultivo a fim
de determinar o crescimento celular. Em paralelo, foram investigados também os
potenciais das leveduras quanto a degradacao do herbicida auxinico 2,4-D, por meio
de cromatografia liquida de alta eficiéncia, e a producéo de acido indol-3-acético
(AlA), por meio de um método colorimétrico com o reagente de Salkowski em
espectrofotometro a 530 nm. Os resultados obtidos demonstram que o herbicida
glifosato impediu o crescimento das leveduras em todas as concentracoes testadas
dentro das 48 horas de cultivo. Em contrapartida, as leveduras apresentaram maior
tolerancia ao herbicida 2,4-D. Neste caso, os crescimentos celulares diminuiram e
as fases de laténcia aumentaram proporcionalmente com o aumento de
concentragcao do pesticida no meio de cultivo. Dentre as cepas tolerantes, a CHAP-
237 se destacou pela capacidade de reduzir a quantidade do 2,4-D no meio, tanto
em baixas como em altas concentragdes do herbicida, o que sugere uma possivel
utilizacado desta levedura como ferramenta de biorremediagdo. Na produgéo de AlA,
destacou-se a cepa CHAP-239 ao produzir mais de 3,7 mg/L da auxina, indicando
potencial uso dessa linhagem na indugdo do crescimento de plantas e na
germinacao de sementes. Os resultados obtidos, portanto, evidenciam diferentes
possibilidades de aplicagbes biotecnolégicas de leveduras selvagens. Esses
microrganismos podem ser explorados pela ciéncia a fim de desenvolver alternativas
a agricultura e promover crescimento na produtividade vegetal com menores
impactos ao ambiente.

Palavras-chave: pesticidas, glifosato, 2,4-D, acido indol-3-acético, biorremediacéao.



ABSTRACT

Food production is based worldwide on conventional agriculture and uses
increasingly exorbitant amounts of synthetic products to control pests in the field,
which leads to food contamination, farmer exposure to toxic products, and impact on
the microbiota present in agricultural areas. Besides being useful for various
biotechnological applications, these microorganisms (including yeasts, which are
unicellular fungi) perform several ecosystem services, promoting the growth and
defense of plant organisms and contributing to the ecological balance of the
environment. This work was developed in two parts: Chapter 1 contains a review
article highlighting the importance of yeasts in the environment, the impact synthetic
products have on them, and the resistance mechanisms developed by these
microorganisms. Chapter 2 presents data from laboratory tests performed with seven
wild yeast strains from the collection of the Laboratory of Yeast Biochemistry of the
Campus Chapecdé of UFFS, previously isolated from the insects Astylus variegatus,
Tetragonisca angustula, and Scaptotrigona postica. The vyeast strains were
inoculated in liquid YPD medium containing synthetic herbicides with the active
ingredients glyphosate (at concentrations of 3.255 g/L, 6.51 g/L, 13.02 g/L, and 26.04
g/L) and 2,4-D (at concentrations of 1.51 g/L, 3.02 g/L, 6.045 g/L, and 12.09 g/L) and
maintained for 48 h at 30 °C in an orbital shaker at 145 rpm. Samples were taken at
time zero and 14, 24, 38, and 48 h of culture to determine cell growth. In parallel, the
potential of yeasts was also investigated for the degradation of the auxinic herbicide
2,4-D, by high-performance liquid chromatography, and for the production of
indoleacetic acid (IAA), by a colorimetric method with the Salkowski reagent in a
spectrophotometer at 530 nm. The results demonstrate that the herbicide glyphosate
prevented the growth of yeasts at all concentrations tested within 48 hours of
cultivation. In contrast, yeasts showed enhanced tolerance to the herbicide 2,4-D. In
this case, cell growths decreased and latency phases increased proportionally with
the increase in pesticide concentration in the culture medium. Among the tolerant
strains, CHAP-237 stood out for its ability to reduce the amount of 2,4-D in the
medium, both at low and high concentrations of the herbicide, which suggests a
possible use of this yeast as a bioremediation tool. In the production of IAA, the
strain CHAP-239 stood out, producing over 3.7 mg/L of the auxin, indicating the
potential use of this strain in inducing plant growth and seed germination. Therefore,
our results highlight different possibilities for biotechnological applications of wild
yeasts. These microorganisms can be explored by science in order to develop
alternatives to agriculture and promote growth in plant productivity with less impact
on the environment.

Keywords: pesticides, glyphosate, 2,4-D, indole-3-acetic acid, bioremediation,
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INTRODUGAO

O crescimento populacional, a crescente demanda por alimentos e 0 modelo
convencional de produgdo agricola, marcado pelo uso intensivo de produtos
sintéticos, levantam preocupacdes sobre os impactos ambientais associados a
essas praticas. Os efeitos adversos desses insumos em espécies nédo-alvo sdo cada
vez mais frequentes e, muitas vezes, passam despercebidos pelos agricultores,
resultando em prejuizos diretos ao meio ambiente e a biodiversidade local, além de

impactos indiretos nas culturas agricolas de interesse.

Entre os microrganismos afetados, destacam-se as leveduras, que
desempenham papéis fundamentais nos ecossistemas agricolas. Essas leveduras
nao apenas contribuem para a reproducdo vegetal, ao atrair insetos polinizadores
para as flores de espécies angiospermas, como também interagem com a
microbiota intestinal desses insetos, estabelecendo um equilibrio essencial para a

manutencao de sistemas ecoldgicos estaveis.

A exposicao dessas leveduras a moléculas pesticidas pode provocar
desequilibrios graves nos ecossistemas agricolas. Esse impacto inclui a mortalidade
de insetos polinizadores, comprometimento da reprodugédo vegetal e alteragdes na
biodiversidade microbiana local, abrindo espago para o surgimento de espécies
patogénicas, que podem causar danos significativos as culturas de interesse

agricola.

Com o objetivo de aprofundar o entendimento sobre a relevancia ecologica
dessas leveduras e avaliar os efeitos de pesticidas sobre elas, esta dissertagao foi

estruturada em dois capitulos.

O primeiro capitulo consiste em um artigo de revisao, que reune e analisa as
contribuigdes mais recentes da literatura cientifica sobre o tema. Este artigo foi
publicado na revista Processes (ISSN: 2227-9717) em 15 de novembro de 2024 e
pode ser acessado no link: https://doi.org/10.3390/pr12112555.

No segundo capitulo, foram investigadas as capacidades de cepas isoladas
de insetos polinizadores para produzir acido indol-3-acético e degradar o ingrediente
ativo do herbicida 2,4-D. Adicionalmente, avaliou-se o impacto de herbicidas a base

de glifosato e 2,4-D sobre o crescimento celular dessas cepas selvagens.
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CAPITULO 1 — A TWO-WAY STREET: HOW ARE YEASTS IMPACTED BY
PESTICIDES, AND HOW CAN THEY HELP SOLVE AGROCHEMICAL
CONTAMINATION PROBLEMS?

Abstract: Plant-associated yeasts play significant ecological roles within the
microbiomes of soils and pollinating insects. In previous studies, we have shown that
yeasts can assist pollinators in locating nectar, which is crucial for their nutrition and
for the reproduction of many angiosperms. Additionally, in soil, yeasts can also act as
plant-growth promoters. Given the importance of yeasts for plant development, this
review first explores the biochemical processes underlying the ecological role of
these microorganisms in soil, insects, and in direct association with plants. Based on
this premise, we discuss the influence of these relationships on agricultural
production, the biological mechanisms through which pesticides negatively affect
yeast cells, and how these microorganisms can tolerate widely used agrochemicals.
Finally, we address key studies in the literature that support the potential of these
microorganisms as bioremediation agents. In this context, we emphasize different
experiences with both indigenous and genetically engineered yeasts, which may
display enzymes in their surfaces that convert pesticides into less harmfull or non-
toxic molecules. Our review indicates that yeasts can be effectively harnessed in
organic agriculture to promote plant growth and bioremediate contaminated soil or
food.

Keywords: soil yeast; bioremediation; organic agriculture; plant-growth promoter,
indol-acetic acid, genetic engineering, 2,4-D, glyphosate, whole-cell yeast
biocatalysts, Saccharomyces cerevisiae.

1.1. INTRODUCTION

As food production rises due to population growth, the use of chemicals in
agriculture seems to be an inevitable practice. However, although these
agrochemicals enhance crop productivity, they also raise significant environmental
concerns, particularly regarding their persistence in the soil and food supply [1].

To determine the destination of the residual load of these compounds, it is
essential to consider the soil's nutrient composition and classification. Pesticides can
affect the pH, moisture levels, organic matter content, and microbial communities in
various environments. On the other hand, the environment microbiota can include
bacteria and fungi that are often capable of playing important roles in the
biodegradation process of these residues [2].

Yeasts are among the microorganisms associated with plants that can be
affected to a greater or lesser extent by the use of pesticides. These unicellular fungi
play critical ecological roles, either as natural plant defenders against pathogens,

plant growth promoters, or producers of volatile organic compounds (VOCs) that
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attract pollinators to flowers. Yeasts also play a prominent role in nutrient cycling
(biogeochemical cycles) and contribute significantly to the digestive and immune
systems of herbivores, pollinivores, and nectarivores [3,4].

Since the Neolithic Revolution, yeasts have become the most commonly used
microorganisms by humans. It is believed that these single-celled fungi played a
crucial role in the transition from a nomadic hunting-gathering lifestyle to the
establishment of permanent settlements and the development of agriculture. Yeasts
gained widespread recognition due to their use in the production of beer, wine, bread,
and fuel ethanol. However, their applications in industry extend far beyond these
areas. In fact, yeasts contribute to a market valued at over USD 1.3 trillion annually
[5].

Additionally, yeasts are easily and thus widely genetically engineered.
Successful yeast transformation processes have led to significant advances in
biotechnology, including the production of human insulin by yeast cells, which has
been happening since the early 1980s [6,7]. Genetically modified yeasts can also be
used as bioremediation agents [8], increasing their importance for environmental and
agricultural purposes.

If, thousands of years ago, yeasts played a role in the early development of
agriculture, recently, studies have indicated that they can enhance organic food
production [9] . This is due to their innate capacity to interact with plants, other
microorganisms, and various abiotic factors in the environment. Moreover, the
literature suggests that yeasts can degrade some pesticides commonly used in
traditional agricultural practices over the past few decades. With this in mind, in the
following sections we address the biochemical processes involved in the ecological
roles of yeasts that benefit plant development, the harmful effects of pesticides on
these microorganisms, and how their cells can act as agrochemical degraders.

The literature was reviewed on the basis of our previous studies and
experiences over the past few years. The initial searches employed the following
terms in the Scopus database: "yeast AND agriculture”, "yeast AND pesticide", "yeast
AND plant growth", "yeast AND biocontrol", "yeast AND Indole-3-acetic acid OR IAA",
and "yeast AND agriculture AND bioremediation" (no additional filters were used in

these searches). References were selected for their relevance to the subject of this
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study. Additionally, foundational articles were sometimes used as starting points,

which led to more recent articles that cited them.

1.2.  THE CONTRIBUTION OF SOIL YEASTS TO PLANT HEALTH

For hundreds of millions of years, yeasts have evolved and established their
role in the ecological balance, thriving in a wide range of environments [3]. In these
habitats, these microorganisms are not merely passive; rather, they actively engage
in numerous biological activities and participate in a complex mix of biochemical
reactions that have various effects on the environments they colonize [10] . A
summary of the ecological services that yeasts provide to plants is illustrated in

Figure 1.
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Figure 1. Examples of ecological services performed by plant-associated yeasts. Abbreviations:
VOCs, Volatile organic compounds; SA, Salicylic acid; ET, Ethylene; JA, Jasmonic acid; IAA, Indol-
acetic acid; Zn, Zinc; Fe, Iron; N, Nitrogen; P, Phosphorus.

One of the yeasts’ most challenging habitats is the soil, which dwells several
microbial species that biochemically interact and alter the environment's physical,
chemical, and biological characteristics [11] . Regarding the physical changes, the
presence of yeasts contributes to soil aggregate formation and maintenance, which is
crucial for enhancing soil aeration, water infiltration, and root penetration (Botha,
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2011). Additionally, certain soil yeasts have the ability to form biofilms, which can
stabilize soil particles and further improve soil structure (Ramya et al., 2021).
However, the chemical and biological changes exerted by yeasts in the soil are even
more significant, as explored in greater detail below.

The surface layers of the soil concentrate most of the organic matter and
biological activity of this system [12]. Consequently, the greatest diversity of yeast
species is found in this environment [13,14]. There, in their quest for survival, these
microorganisms provide essential ecological services that support the growth of other
living organisms, including their development [15]. In fact, yeasts can act as plant

growth promoters (Table 1).

Table 1. Physiological processes through which yeasts promote plant growth.

Yeast Species Physiological Process Reference
Aureobasidium pullulans, Mpyriangiales sp.,
Occultifur  brasiliensis, Candida silvae, Nitrogen and Carbon availability [16]
Cryptococcus podzolicus
Pichia kudriavzevii, Issatchenkia terricola Phosphorus availability, IAA' production [17]
Cryptococcus flavus, Candida railenensis Phosphorus availability [18]
Meyerozyma guilliermondii, Candida zemplinina,
Candida pimensis, Lachancea lanzarotensis, IAA' production [15]
Rhodotorula mucilaginosa
Kfazachstan/a rupicola, Rhgqospor/d/um IAA" production [19]
diabovatum, Saccharomyces cerevisiae
Hannaella  sinensis, Cryptococcus flavus,
Rhodosporidium  paludigenum,  Torulaspora |AA', NHs, and siderophore production [20]
globosa
Papiliotrema laurentii, Wickerhamomyces IAA" and NHs Production, Calcium and Zinc [21]
anomalus solubilization
. - .

Rhodotorula mucilaginosa IAA _lanc_j siderophore  production, Phosphorus [22]

solubilization
Cryptococcus flavus, Hannaella coprosmaensis,
Pseudozyma  aphidis, Sporisorium reilianum, 1AA" production [23]
Ustilago esculenta
Rhodotorula mucilaginosa, Cystobasidium IAA" production [24]
sloffiae
Schwanniomy ces ocg/deptalls, Cyberlindnera NHs3 production, Phosphorus and Zinc solubilization [25]
saturnus, Candida tropicalis
Cryptococcus sp. Phosphorus solubilization [26]
Aureobasidium  pullulans, Candida  sp.,
Dothideomycetes sp., Galactomyces candidum, 1AA' and NHs Production, Phosphorus and Zinc [27]

Hanseniaspora uvarum, Meyerozyma caribbica,
Barnettozyma californica, Pseudozyma aphidis

solubilization

"Indol-acetic acid.

Yeasts play a prominent role in nutrient cycling, by releasing enzymes that

catalyze the transformation of molecules, breaking them down into smaller units
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(monomers) that can be more easily utilized by other organisms. In this context, it is
worth mentioning nitrogen as one of the elements made available in the environment
through the action of yeasts [28] . The proteolytic enzymes secreted by yeasts
increase the availability of essential elements to other microorganisms and plants. In
addition to the source of nitrogen, the availability of carbon is also vital for the growth
and development of other species. Enzymes such as xylanases, amylases,
pectinases, and cellulases are examples of those that help release more assimilable
carbon sources into the environment [16].

Phosphorus-based nutrients are some of the most required by plant species.
Their presence in the soil directly impacts plant growth [18]. This nutrient is often
found in forms that are not available to plants; however, yeasts such as Pichia
kudriavzevii and Issatchenkia terricola were found to provide this essential element in
forms that are better assimilated by plants, generating an increase of 80.31% and
50.90% (respectively, with P. and I. terricola) in the growth of mung bean roots [17].

An increase in phosphorus solubilization has also been observed from the
activity of other yeast species, such as Cryptococcus flavus and Candida railenensis.
When inoculated into the corn rhizosphere, these yeasts induced an increase in root
growth of 53% and 34%, respectively. This increase in growth was linked to improved
phosphorus absorption by the plants, especially when the yeasts were inoculated in
consortia with mycorrhizal fungi. Consequently, a synergistic effect among these
species was observed, as the enhanced development of the plant's aerial parts (26%

increase) correlated with a 20% to 29% rise in phosphorus absorption [18].

In addition to the greater availability of nutrients, yeasts also promote plant
growth by other means, such as the production and release of compounds related to
plant growth stimulation, especially indole-3-acetic acid (IAA). Yeasts of the species
Meyerozyma guilliermondii, Candida zemplinina, Candida pimensis, Lachancea
lanzarotensis, Rhodotorula mucilaginosa [15] , Pichia kudriavzevii, Issatchenkia
terricola  [17] , Kazachstania rupicola, Rhodosporidium diabovatum, and
Saccharomyces cerevisiae [19] have already been reported as good IAA producers.
The yeast metabolic pathways involved in the production of this important plant-

growth promoter are summarized in Figure 2.
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Figure 2. Metabolic pathways for Indole-Acetic Acid (IAA) production by yeast cells from sugars
(glucose and xylose). Glycolysis, Pentose-Phosphate Pathway (PPP), and Shikimate Pathway were
almost entirely condensed because they are classic (well-known) metabolic pathways. The enzymes
(and their isoenzymes) involved in each reaction are represented by their respective three-letter codes
followed by numbers: TRP2 - Anthranilate synthase component 1, TRP4 - Anthranilate
phosphoribosyltransferase, TRP1 - N-(5-phosphoribosyl)anthranilate isomerase, TRP3 - Indole-3-
glycerol-phosphate synthase, TRP5 - Tryptophan synthase, ARO8 - Aromatic/aminoadipate
aminotransferase 1, ARO9 - Aromatic amino acid aminotransferase 2, PDC1 - Pyruvate
decarboxylase isozyme 1, PDC5 - Pyruvate decarboxylase isozyme 2, PDC6 - Pyruvate
decarboxylase isozyme 3, ALD2 - Aldehyde Dehydrogenase, ALD3 - Aldehyde Dehydrogenase.
CdRP stands for 1-(2-carboxyphenylamino)-1-deoxy-D-ribulose 5-phosphate. Sources: [29-34]

IAA is a phytohormone belonging to the auxin class, responsible for
stimulating both apical and lateral growth in plants through cell elongation [13]. Its
presence in plant roots enhances root development, increasing the area of contact
with the soil. This improvement allows plants to more effectively intercept and absorb
nutrients in the soil [19], thereby boosting their ability to compete with pathogenic
organisms present in the environment [17].

As mentioned, soil is a habitat for several species of microorganisms,
especially in its upper layers. While phytopathogenic microorganisms are commonly
found in this environment [35] , wild yeast strains also play a significant role by
competing with these harmful organisms. They exert pressure on the survival and
establishment of phytopathogens through several mechanisms [36] . These yeasts

compete for physical space [37] and nutrients [17,37,38], and they can also secrete
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extracellular enzymes such as B-glucanases and chitinases [36,38]. These enzymes

actively contribute to plant protection [17,39], as exemplified in Table 2.

Table 2. Antagonistic activities exerted by yeasts.

Yeast Species Pathogen Yeast Antagonist Action Reference
Papiliotrema laurentii Pythium ultimum B-1,3-glucanase production [40]
. , Competition for nutrients, (3-
Rhodotorula m/n.uzfa, Candida azyma, Georichum citri-aurantii 1,3-glucanase, Chitinase, [41]
Aureobasidium pullulans . g
Killer activity
Rhizoctonia solani, .
Wickerhamomyces anomalus Curvularia lunata, Fusarium Production of VOCS.’.B'1 ,3- [36]
" glucanase, and chitinase
moniliforme
Wickerhamomyces anomalus Penicillium digitatum B-glucanase production [42]
Wickerhamomyces anomalus,
Metschnikowia pulcherrima, Botrytis cinerea VOCs production [43]
Saccharomyces cerevisiae
Debaryomyces hansenii and Monilinia fructigena, Hydrolytic enzymes, killer [44]
Wickerhamomyces anomalus Monilinia fructicola toxins and VOCs
. ) . o - Competition for space and
Pichia galeiformis Penicillium digitatum nutrients, VOCs production [37]
Bullera hannae,
Cryptococcus nemorosus,
Pseudozyma graminicola Dacrymyces stillatus, Cellobiose-lipid production [45]
Neovossias etariae,
Sporobolomycess ingularis
Candida diversa Botrytis cinerea Affect spore germination [46]
and germ tube
Candida intermedia Botrytis cinerea VOCs production [47]
Candida sake Penicillium expansum VOCs production [48]
Galactomyces candidum Botrytis cinerea VOCs production [49]

Indeed, different yeast species have demonstrated antagonistic activities
against phytopathogens. For instance, the species Papiliotrema (Cryptococcus)
laurentii has been reported to inhibit the pathogen Pythium ultimum in vitro and in
vivo. This inhibition was attributed to its high lytic activity, which results from the

production of large amounts of $-1,3-glucanase by this strain [40].

Similarly, strains of Rhodotorula minuta, Candida azyma, and Aureobasidium
pullulans have shown significant antagonistic effects in vivo against Geotrichum citri-
aurantii, a fungus responsible for citrus sour rot. These three yeasts employ multiple
mechanisms simultaneously to exert their effects, including killer activity, competition
for nutrients, and production of extracellular enzymes such as 3-1,3-glucanase (from
R. minuta) and chitinases (from both R. minuta and C. azyma), which can degrade

the cell wall of pathogens [41].
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This indicates that yeasts tipically do not rely on a single mode of action to
oppose to their antagonists; rather, they activate several mechanisms at once,
exerting deleterious effects on the pathogens [36,37]. Another yeast, Pseudozyma
graminicola, has also shown antifungal potential against various pathogens by
producing a glycolipid containing cellobiose in its saccharide portion, which acts as a
fungicide [45].

Yeasts can also play a beneficial role in a more discreet manner by acting as
external sensors for plants and signaling the presence of pathogens. In this context,
yeasts release compounds such as salicylic acid (SA), jasmonic acid (JA), and
ethylene (ET). These substances prompt the plant to activate its own defense
mechanisms, leading to the production of secondary metabolites that help repel or
inhibit pathogen attacks (Figure 1). This prevents or reduces damage to the plant.

This phenomenon is known as induced systemic resistance (ISR) [45,50].

When challenged by the bacterium Xanthomonas axonopodis, cells of
Pseudozyma churashimaensis inoculated into pepper leaves (Capsicum annuum)
drove a 4.5-fold increase in the expression of resistance inducers such as SA and JA.
At the same time, ET production was found to be 15 times higher in the inoculated
plants compared to those that were not treated with the yeast [51]. Moreover, the
presence of the yeast Meyerozyma (Pichia) guilliermondii in peach fruits has been
shown to enhance the activity of enzymes such as glucanase and polyphenol
oxidase. This increase also led to higher SA production, thereby activating plant
defenses against pathogens like Rhizopus stolonifer, which causes soft rot, and

Penicillium expansum, responsible for blue mold [52].

Finally, soil composition may also be altered by the presence of yeasts, as
they can provide carbohydrates to the environment. Specifically, the yeasts
Rhodotorula glutinis and Rhodotorula acheniorum have been reported to provide
mannose, galactose, glucose, and xylose [53,54]. In this way, yeasts also impacts
the soil's physical structure, enhancing its stability, maintaining the balance between
micro and macropores, and ensuring adequate air spaces and water storage for

plants.
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1.3. THE ECOLOGICAL IMPORTANCE OF YEASTS BEYOND SOIL

Above ground, yeasts can play several important roles. Among them, perhaps
the most important and best known is their role in the pollination process of
angiosperms. Present in floral nectaries, yeasts ferment nectar, releasing volatile
organic compounds (VOCs) capable of attracting pollinating insects. This creates a
beneficial triple symbiosis: (a) the insect is attracted to a food source, (b) the plant
benefits from the pollination, continuing its propagation, and (c) the microorganism
gains access to new habitats or colonizes the digestive tracts of the insects during

periods when there is no flowering [3].

In the gastrointestinal tract of insects, yeasts also play an important ecological
role. Once internalized, they interact with the existing microorganisms and act as
probiotics. This interection help these invertebrates by breaking down complex
polymers into simpler monomers, making nutrients more easily absorbable.
Additionally, yeasts contribute to their defense by producing antimicrobial substances

and/or preventing the growth of pathogenic species in the guts [17,55-57].

Fruit fly larvae (Drosophila melanogaster) with their gastric system inoculated
with Saccharomyces cerevisiae showed faster growth and better development,
resulting in larger insects when compared to non-inoculated ones [58]. Similarly, the
presence of the yeast Yarrowia lipolytica in the digestive system of beetles from the
species Nicrophorus vespilloides enhanced the metabolism of proteins and lipids.
This improvement was attributed to the secretion of proteases, lipases, and enzymes

associated with the B-oxidation of fatty acids by the yeast cells [55].

In plants, yeasts can also develop an endophytic symbiosis, occupying the
plant’s intercellular spaces. In this relationship, yeasts help the plant absorb essential
nutrients such as iron, phosphorus, and zinc [59]. Additionally, yeasts enhance the
plant's resistance to pathogens by producing glycosylhydrolases (as already
mentioned) and VOCs that act antagonistically against other microorganisms [36]. As
an example, in tomato plants, Fernandez-San Millan et al. [60] demonstrated that the
yeast Wickerhamomyces anomalus significantly antagonized pathogenic species
such as Fusarium oxysporum, which causes fusarium wilt, and Verticillium dahliae,

responsible for verticillium wilt in tomatoes.
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This antagonistic effect is observed not only in endophytic yeasts but also in
species that inhabit floral nectaries. These species compete with pathogenic
organisms for both physical space and nutrients in this microenvironment [3] .
Additionally, they produce and release substances with antimicrobial properties.
Notably, this action protects not only the plants but also pollinators, as it prevents the

establishment of pathogens that could attack insects visiting the flowers [10].

Therefore, it is possible that these yeasts' presence in agricultural
environments can provide various ecological services, benefiting soil, plants, and the
insects that pollinate them. This relationship helps maintain a balance between
biodiversity and plant production. Changes in the yeast population can result in
reduced pollination of plant species and negatively impact insect life [10] . At the
same time, a loss of yeast biodiversity may increase the likelihood of plant and

invertebrate attacks by pathogenic organisms [57].

The negative effects of pesticides on yeast cells may occur through various
mechanisms. The biochemical pathways influenced by these compounds and how

yeast may develop resistance are discussed in more detail in the following sections.

1.4. IMPACTS OF PESTICIDES ON YEAST MICROBIOTA

After the Second World War, the use of synthetic molecules in agriculture
increased significantly to protect and maintain crop health [61]. However, the action
of these pesticides is not restricted to target organisms; they are mostly broad-
spectrum products that also impact non-target organisms, thereby harming local
biodiversity [62].

Repeated use of products with similar mechanisms of action leads to
resistance in target organisms. As a result, these pathogens are no longer affected
by the chemicals, rendering them ineffective. This also harms beneficial organisms,

leaving crops vulnerable to resistant pathogens [63].

Many pesticides used in agriculture have systemic action, meaning they can
penetrate the leaf tissue, passing through the plant’'s vascular system. This allows
them to reach areas of the plants that were not directly exposed to the pesticide,
such as the floral nectary [62]. The presence of these molecules in such locations

alters the biological dynamics of the yeasts present there, causing indirect problems
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related to pollinators' attraction, decreased crop productivity, and reduced food
availability [10].

An example of this undesirable effect occurs with fungicides, which are used
extensively in conventional agriculture to reduce the population of disease-causing
fungi. However, these pesticides also decrease the numbers of non-target organisms
[64] , many of which are beneficial, particularly during in the post-harvest process.
The loss of these organisms negatively impacts local biodiversity and disrupts the

production chain that relies on their activities [65].

The impacts caused by these practices affect the industry, especially the
fermented beverage sector. It is well recognized that molecules such as penconazole,
benomyl, and pyrimethanil can persist in grapes, which are the primary raw material
for wine production. Once present in grape must, pyrimethanil impairs the
fermentation process and alters the pace of beverage production. This molecule
inhibits the growth of the wild yeast Hanseniaspora uvarum, giving space for greater
growth of the yeast S. cerevisiae. This shift accelerates the S. cerevisiae's
involvement in the anaerobic fermentation of the must, ultimately impacting the

organoleptic characteristics of the final product [66].

Similarly, the cell growth of yeasts present in wheat grains is highly affected by
the use of fungicides, which disrupts the balance among native microorganisms, such
as Aureobasidium pullulans, Candida albicans, Candida sake, Debaryomyces
hansenii, Candida famata, Metschnikowia (Candida) pulcherrima, and Rhodotorula
glutinis, which are present on the external and internal part of the grains. This
compromises the rheological and organoleptic characteristics of bakery products

produced from wheat grains containing native yeasts [65].

Besides fungicides, other molecules widely used in the global agricultural
environment also impact yeasts, whether they are at recommended concentrations or
even in residues below legally permitted levels [67]. In 2022, approximately 2,000
tons of herbicides were applied globally in agricultural settings. Brazil was the leading
country in synthetic pesticides usage, consuming nearly 500 tons of herbicides in that

year [61].

Products containing the molecule 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) are
extremely useful in conventional agriculture as they selectively target dicotyledonous
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plants [68]. However, 2,4-D also poses harmful effects beyond the Kingdom Plantae.
It readily interacts with cell membranes, allowing it to penetrate yeast cells and

render them nonviable [67].

Even at doses recommended for agricultural use, exposure to 2,4-D can
acidify the intracellular pH of yeast cells. This acidification also triggers oxidative
stress in the cells, which inhibits cell growth and increases their latency period [67,69].
The oxidative stress intensity varies according to the amount of the active ingredient
(Al) administered. Yeast cells exposed to increasing doses of Al showed the
formation of hydroxyl radicals. During the adaptation period, S. cerevisiae exposed to
the herbicide showed an increase in the enzymatic activity of cytosolic catalase
(Cttp1), CuZn-superoxide (Sod1p), glutathione-dithiols, and glutathione reductoxins
(Grx1p and Grx2p), evidencing an increase in the antioxidant defense mechanism in

the yeast cells [70].

Glyphosate is another herbicide commonly used in conventional agriculture,
and it has a strong inhibitory effect on yeast cell growth [71]. This is because it
inhibits the enzyme 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSP synthase),
thus disrupting the shikimate pathway [68]. Consequently, shikimate accumulates,
preventing the synthesis of the aromatic amino acids tryptophan, phenylalanine, and
tyrosine, which are essential precursors for various important compounds in yeast
cells [72].

Confronted with the challenges posed by human activities in rural
environments, yeasts adapt to coexist with stressors, ultimately developing
resistance to certain active ingredients [70]. The repeated and indiscriminate use of
these products in agriculture leads to an artificial selection of resistant organisms [72].
This was demonstrated by Barney et al. [71], who compared the effects of glyphosate
on yeast strains isolated from agricultural environments both before and after the
herbicide's commercial launch. Strains that had never been exposed to glyphosate
demonstrated greater susceptibility to the product, while those previously exposed

exhibited increased resistance.

In addition to the active ingredients, commercial products often contain other
substances known as "inerts," which enhance the effectiveness of the Al. However,

these inerts are also responsible for negative effects on yeast growth [73] . The
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deleterious impact of inerts was demonstrated in an environment where yeasts were
not dependent on the shikimate pathway for cellular respiration. However, in this

case, the commercial product still inhibited yeast growth to the same degree [74].

The negative impacts of pesticides on yeast cells and the subsequent
implications on related economic activities are summarized in Figure 3. It is worth
noting, though, that these microorganisms also have a remarkable ability to adapt
and mitigate environmental damage. In the following section, we explore the potential

of yeasts as bioremediation of contaminated soils.
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Figure 3. Examples of the negative impacts of pesticides on yeasts and economic activities that
depend on these microorganisms. Pesticides can lead to the death of yeast cells, disrupting flower
dynamics and negatively affecting pollinator attraction (a). In the case of 2,4-D molecules, cell death
may occur due to cytoplasmic acidification and subsequent oxidative stress (b). Yeast death also
alters industrial processes that rely on these microorganisms as part of the natural microbiota of their
raw materials, such as the production of naturally leavened breads (c) and wine. In the winery
environment, the presence of pesticides on grapes can facilitate the proliferation of S. cerevisiae to
the detriment of H. uvarum (d). Glyphosate, another widely used pesticide, also impairs the
metabolism of yeast cells (e), especially by preventing the synthesis of aromatic amino acids (see the
text for more details).

1.5.  YEASTS AS POTENTIAL BIOREMEDIATORS

As previously mentioned, yeasts not only play several roles in the industry but
also serve several essential ecological functions. From this point on, we also

emphasize the potential of these microorganisms in bioremediation, an important
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process for promoting sustainable agriculture [75] . Bioremediation involves the
removal and degradation of chemical contaminants with variable chemical structures,
which requires specific biochemical processes for effective degradation [76].

The chemical structures of the compounds discussed below are depicted in
Figure 4. Beginning with 2,4-D, it is important to recognize that the continual
application of this herbicide generates poses significant toxicological challenges to
the environment and contributes to weed resistance. A study revealed that, in
addition to resistant plants, yeasts can also adapt to 2,4-D by developing a plasma
membrane that is unaffected by the herbicide. The cells of these yeasts are capable
of growing in the presence of different concentrations of the herbicide. These
adapted yeasts display an increased proportion of saturated and monounsaturated
fatty acids in their membranes. They achieve this by downregulating the gene that
encodes a fatty acid desaturase. As a result, the herbicide's entry into the cells is
impeded, enabling the proper maintenance of cellular functions [67,77]. Additionally,
increased expression of other genes associated with cell integrity has also been
identified as a tolerance mechanism to 2,4-D in yeast. Specifically, the upregulation
of genes such as MTL1, ROM1, and MKK2, which are involved in stress signaling in
the cell wall, and genes related to chitin synthesis (a component of the cell wall),
such as SHC1 and ECM38, supports the importance of preserving and restoring cell

wall integrity for tolerating 2,4-D [78].
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Figure 4. Chemical structures of (a) 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D); (b) 2,2-dimethyl-3H-1-
benzofuran-7-yl) N-methylcarbamate (Carbofuran); (c) 2-(phosphonomethylamino) acetic acid
(Glyphosate); (d) 3,4-dimethyl-2,6-dinitro-N-pentan-3-ylaniline (Pendimethalin); and, (e) 6-chloro-4-N-
ethyl-2-N-propan-2-yl-1,3,5-triazine-2,4-diamine (Atrazine). Source: [79].

Different metabolic pathways degrade 2,4-D. Most bacteria start by cleaving
the side chain, whereas fungi typically use hydroxylation of the aromatic ring.
Monooxygenase enzymes, specifically hydroxylases, introduce hydroxyl groups (-OH)
into the aromatic ring, forming metabolites such as 2,4-dichloro-5-
hydroxyphenoxyacetic acid and 2,5-dichloro-4-hydroxyphenoxyacetic  acid.
Furthermore, the hydroxylation of 2-chlorophenoxyacetic acid (2-CPA) generates 2-
chloro-4-hydroxyphenoxyacetic and 2-hydroxyphenoxyacetic acids, indicating that
dichlorination occurs along with replacement of chlorine by hydroxyl groups.
Understanding these enzymatic processes and their metabolites is crucial for
optimizing the bioremediation of herbicide-contaminated environments [50,80].

As the most widely used herbicide in conventional agriculture, glyphosate
merits careful consideration (refer to its structure in Figure 4). As previously
mentioned, glyphosate inhibits the EPSP synthase enzyme, which disrupts the
synthesis of amino acids that essential precursors for vital compounds such as
alkaloids, flavonoids, and benzoic acids. In the soil, glyphosate can be degraded by
microorganisms through two primary pathways. The first pathway involves the
conversion of glyphosate into sarcosine, facilitated by the bacteria Agrobacterium

radiobacter and Enterobacter aerogenes, using the enzyme C-P lyase. Then,
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sarcosine can be metabolized further by other microorganisms, including yeasts. The
second-most common route transforms glyphosate into amino-methyl phosphonic
acid (AMPA) [81]. In this case, though, glyoxylate is also produced, making this route
the preferred one within the Kingdom Fungi [82].

In addition to herbicides, studies on the biodegradation of other agrochemicals,
such as insecticides, are also relevant. One noteworthy example is carbofuran
(Figure 4b), a broad-spectrum agrochemical that falls under the carbamate class. It
serves as an acaricide, insecticide, and nematicide. Commercially introduced in 1967,
its specific use increased rapidly in the following years. The half-life of carbofuran in
the soil varies between thirty and one hundred and twenty days, depending on the
soil type. In sandy soils, the half-life is approximately thirty days, while in clayey soils
it is around forty days. In muddy soils, the half-life extends to about eighty days [83].

These two pesticides (glyphosate and carbofuran) were tested for degradation
using yeasts. Candida tropicalis and Trichosporon cutaneum exhibited good growth
in media containing glyphosate as the sole carbon source. Candida tropicalis
degraded 76% of the initial glyphosate in 192 hours, demonstrating notable
biodegradation efficiency. Both yeasts also grew normally in rich medium (YEPD)
with carbofuran, but the growth of T. cutaneum slowed significantly in synthetic
minimal medium (YNB without amino acids) containing carbofuran above 0.3 g/L.
Nevertheless, this yeast demonstrated almost complete biodegradation of carbofuran
in 192 hours, with the detection of intermediate metabolites such as carbofuran-7-
phenol and pyruvate during cultivation [76].

Another widely used herbicide is pendimethalin (Figure 4d). Its unique
combination of atoms allows it to be easily adsorbed by the soil but very difficult to
desorb. Fortunately, certain fungi can oxidize its amine groups and benzene ring
through enzymes such as pendimethalin monooxygenase and pendimethalin
peroxidase. These oxidative processes render the molecule nontoxic and enhance its
degradation by the soil microbial community. Moreover, microbial esterases,
including pendimethalin hydrolase, also play a role in its breakdown [84]. Notably, the
yeast Clavispora lusitaniae has shown significant efficacy in degrading pendimethalin.
Han et al. [85] demonstrated that the ability of this yeast's degradation efficiency is
inversely related to the pH of the growth medium: as the pH decreases, its ability to

degrade pendimethalin improves.
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Yeast has also proven effective in degrading the herbicide atrazine (Figure 4e),
a member of the triazine class. A Pichia kudriavzevii strain was shown to degrade
this herbicide in both liquid media and soil. The study demonstrated that the strain
Atz-EN-01 was able to completely degrade atrazine within 7 days, exhibiting a
degradation rate of 31% per day, following the first-order kinetic model. The half-life
of the degradation process was 2.2 days under optimum conditions, which included a
pH of 7, a temperature of 30°C, an inoculum size of 3% (v/v), and agitation of 120
rom. The identified degradation products were hydroxyatrazine, N-isopropylammelide,
and cyanic acid, with the enzyme atrazine chlorohydrolase exhibiting maximum
activity during the degradation process [86].

It is interesting to note that some yeast species, unlike most living beings,
have the ability to switch between respiration and fermentation, regardless of the
presence of oxygen. This switch depends on the availability of a carbon source
and/or the need imposed by the environment. As a result, yeasts are less susceptible
to agrochemicals of the dinitrophenol class, which are recognized as uncoupling
agents of oxidative phosphorylation, thus inhibiting the generation of ATP after the
respiratory chain. Therefore, the resistance of yeasts to these toxic conditions
represents a significant advantage in the biodegradation process of dinitrophenols,
as detailed in the study by Marius et al. [87]. These researchers analyzed the use of
yeasts for biodegradation, specifically in solutions containing dinitrophenol-based
agrochemicals. The results indicated a decrease in the toxicity of the remaining
solutions after treatment with yeasts, which were subsequently used in wheat seed
germination experiments.

When exploring the potential of yeasts as bioremediators, issues surrounding
the source of microbial cells and the costs associated with producing enough cells for
large-scale contamination treatment may arise. However, an alternative to overcome
this potential problem may be found in the study by Szpyrka et al. [2]. These authors
tested three commercial yeast strains (of the species Saccharomyces cerevisiae,
Yarrowia lipolytica, and Debaryomyces hansenii) against four herbicides and
demonstrated that they can fulfill additional roles beyond their industrial applications.
In their findings, fluazifop-P-butyl was the most effectively degraded herbicide, with
up to 71.2% degradation observed after four days. This was followed by metribuzin

(20%), propyzamide (13.4%), and pendimethalin (5.3%). Moreover, when shell pea
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(Pisum sativum L.) seeds were sown in soils treated with the yeasts, there was a
notable enhancement in plant development: growth increased by 22%, and seed
germination capacity improved by 30%. Therefore, these findings suggest that after
their industrial use, yeast cell biomasses could serve an additional role, degrading
harmful environmental compounds and stimulating plant growth and germination.

A summary of the degradation processes discussed above is presented in
Table 3. In light of this information, it is reasonable to conclude that the scientific
community has accumulated sufficient knowledge to implement the use of yeasts as
effective pesticide-degradation tools. However, successful bioremediation efforts with
yeasts extend beyond the use of wild yeasts. In the following section, we highlight

other significant advancements achieved with genetically modified strains.
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Table 3. Examples of pesticide-degradation processes performed by yeasts

Agrochemi Yeast Degradation Action mechanism Degradation conditions Resulting metabolites Reference
cal
Glyphosate Candida tropical sand  76% (C. tropicalis) and 58% Conversion of Use of glyphosate as a carbon Methylglycine, Glycine [76]
Trichosporon (T. Cutane m)in 192 h glyphosate into source
cutaneum methylglycine and
glycine
Carbofuran C. tropicalis and T. Almost 100% (T. cutaneum) Biotransformation of Normal growth on rich medium; Carbofuran-7-phenol [76]
cutaneum and 23,4% (C. tropicalis) in carbofuran to significant reduction on minimal Pyruvic acid
192 h carbofuran-7-phenol medium
and pyruvate
Pendimeth  Clavispora lusitaniae 74% in 8 days Oxidation of amine Optimal pH between 4.5 and 5, 1,2-dimethyl-3,5-dinitro-4- [85]
alin groups with maximum degradation at N(buta-1,3-dien 2-yl)-
30°C dinitrobenzenamine-N-oxide
and 1,2-dimethyl-3,5-dinitro-
4-N(prop-1-en-2-yl)-
dinitrobenzenamine-N oxide
Atrazine Pichia kudriavzevii 100% in 7 days Dechlorination and pH 7.0, temperature 30°C, hydroxyatrazine, N- [86]
hydrolysis inoculum size 3% (v/v) and isopropylamylidene, and
shaking at 120 rpm cyanuric acid
Dinitrophe  Saccharomyces In 1 week: partial Not specified Yeast suspensions at 5 g/L for 1 Not specified [87]
nol (DNOC, cerevisiae degradation for DNOC and week in a batch system
DNG, Dinocap; DNPED
DNPED, completely degraded.
Dinocap) Pesticide concentration:
100 2 M.
Fluazifop-  Saccharomyces Up to 71,2% in 7 days Not specified Horticultural soil, temperature at Not specified [2]
P-butyl cerevisiae, Yarrowia 21°C, and humidity between 70
lipolytica and and 71%.
Debaryomyces
hansenii

30



1.6. ENGINEERING YEASTS FOR PESTICIDE DEGRADATION

The first eukaryote to have its genome sequenced was a yeast — the strain S.
cerevisiae S288c. This demonstrates the scientific community's interest in these fast-
growing microorganisms, which can be cultivated in simple and inexpensive culture
media. In fact, yeasts have been successfully used for decades in many molecular
studies and as biofactories generated from gene editing techniques [5].

Using genetic engineering tools, yeasts can, therefore, be modified to perform
numerous functions, such as removing toxic waste. In this context, they can act as
biocatalysts, hosting different degradation enzymes within their cells, or as
biosensors to detect the presence of toxic waste in the environment. Although the
successful application of yeast genetic engineering has a history spanning over 40
years, the recent advent of CRISPR (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats) has propelled the functional capabilities of yeasts to new
heights, further increasing their potential as bioremediators in areas affected by
pesticide contamination [88].

Interestingly, the CRISPR-Cas technique is derived from the adaptive immune
system of prokaryotes, which consists of a set of clustered regularly interspaced
short palindromic repeats (CRISPR) and associated proteins (Cas). In bacteria,
transcription of the CRISPR locus generates CRISPR RNA (crRNA), which forms a
complex with the Cas nuclease. This complex recognizes specific DNA sequences
through complementary base pairing, enabling Cas-mediated cleavage of exogenous
DNA, such as that from invading bacteriophages [89]. In adapting the CRISPR-Cas
system for genome editing, a single guide RNA (sgRNA) can be designed to be
complementary to a target DNA sequence that is to be modified. Within the cellular
environment, transcription of the sgRNA, combined with the expression of the Cas
nuclease, allows the formation of a complex that precisely directs the nuclease to the
target DNA, inducing a double-strand break at the designated site. After this
cleavage, natural DNA repair mechanisms allow the insertion or deletion of genetic
material, resulting in the desired genomic alteration [90]. The high accuracy of the
CRISPR-Cas system in target recognition and cleavage has made it a robust and
versatile tool for gene editing in several fields, including agriculture [91,92].

One notable example of yeast genetic engineering for bioremediation
purposes involves the CYP72A18 gene, which is present in rice and encodes an
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enzyme from the cytochrome P450 superfamily. This enzyme catalyzes the (w-1)-
hydroxylation of the herbicide pelargonic acid, reducing its toxicity in the environment.
Through genetic engineering, this gene was heterologously expressed in yeast cells,
allowing them to degrade this pesticide [93]. Additionally, even human isoforms of
P450 have been tested in yeast with the aim of degrading agrochemicals. In one
study, the CYP 1A1 and CYP 1A2 isoforms demonstrated significant effectiveness
against the herbicides chlortoluron and atrazine. These enzymes were evaluated
both individually and fused to the NADPH-cytochrome P450 oxidoreductase of the
transformed yeast strain. Remarkably, this fusion resulted in an increase in
enzymatic activity [94].

Other genes that encode enzymes related to cytochrome P450 have also been
expressed in yeast to induce herbicide degradation. Markedly, the monooxygenase
CYP71A12 from Arabidopsis thaliana has demonstrated potential in metabolizing the
herbicide pyrazoxyfen when expressed in yeast. Hayashi et al. [95] reported that this
enzyme catalyzes the transformation of this agrochemical into less toxic metabolites
that are more readily degradable by other microorganisms in the environment. This
process involves N-demethylation reactions on the pyrazole ring and hydroxylation
on the dichlorobenzene ring of pyrazoxyfen. Specifically, N-demethylation removes a
methyl group (CHs) from the pyrazole ring, while hydroxylation adds a hydroxyl group
(OH) to the dichlorobenzene ring.

As observed in the previous cases, it is noteworthy that enzymes from
agriculturally significant plants can be expressed in yeast to alleviate the harmful
effects of pesticides on the environment. For glyphosate, for example, it was found
that the overexpression of two glutathione-S-transferases from a tea plant (Camellia
sinensis) in S. cerevisiae allowed the cells to grow efficiently even at a concentration
of 1 g/L of the herbicide [96]. Given the advantages of using yeast as biofactories (as
pointed out before), the heterologous production of these enzymes within these
microbial cells can substantially increase their use as catalysts for the degradation of
agrochemicals.

In the context of engineered yeasts for bioremediation, a successful approach
involves the expression of degradation enzymes on the cell surfaces of these
microorganisms (Figure 5). This strategy allows yeasts to degrade compounds

without needing to internalize them, which is particularly effective for high molecular
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weight substances. The so-called whole-cell yeast biocatalysts also prove to be
efficient by eliminating the transportation barrier across the plasma membrane and
dismissing any enzyme preparation and purification steps, ultimately reducing the
cost. Besides, the cell-surface display strategy enhances the potential for biocatalyst
recycling in various processes [88,97,98].

The cell-surface strategy has been notedly studied for the degradation of
organophosphorus pesticides. Takayama et al. [99] succeeded in expressing up to
14x10* molecules of an organophosphorus hydrolase (OPH) from Flavobacterium sp.
on the cell surface of S. cerevisiae. To anchor this enzyme to the yeast surface, the
authors fused an a-agglutinin with a glycosylphosphatidylinositol (GPI) signal
sequence to the OPH’s C-terminal region, enabling the cells to efficiently hydrolyze
paraoxon. The same research group has also expressed this OPH in S. cerevisiae
through the Flo1p anchor system. In this case, the authors attached the anchor
protein to OPH’s N-terminal region and achieved eight times higher OPH activity in
comparison to the GPI approach [100]. In any case, though, they found significantly
higher activities with these yeast-surface display methods than with a similar strategy
that employed bacterial cells instead [99,100]. Indeed, as eukaryotes, yeasts harbor
more sophisticated pathways for secreting or displaying proteins on their surfaces
than bacteria (which are prokaryotes) [98] . Figure 5 depicts how these anchor

systems can work in yeasts.
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Figure 5. Yeast-cell surface display strategy. Through genetic engineering, heterologous degradation
enzymes can be displayed at the yeast cell wall when attached to a carrier protein with a signal
peptide and an anchor system (either GPI or Flo1p — see the text for additional details). In this way,
pesticides can be transformed into less-toxic compounds outside the yeast cells.

1.7.  YEASTS FOR SUSTAINABLE AGRICULTURE: CHALLENGES AND
AVENUES

Yeasts have been employed in the production of food and beverages since the
Neolithic Revolution, leading to their selection and adaptation within agricultural
environments over millennia [5]. Furthermore, as discussed in this review, yeasts can
benefit the health and development of plants in several ways, either by protecting
them against pathogens or stimulating their growth. Therefore, they may be favored
over filamentous fungi or bacteria in organic or agroecological agriculture practices.
Additionally, yeasts possess the potential for bioremediation in areas contaminated
by conventional pesticides. In this case, they would first help to "clean" the
environment and subsequently facilitate the cultivation of new crops from an organic
perspective.

Fortunately, this premise has gained considerable traction in recent years. Our
bibliometric analysis in the Scopus database revealed a significant increase in

studies focusing on the use of yeasts in agriculture, particularly regarding their role in
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bioremediation, over the past two decades (Figure 6). This search used the terms
“yeast AND agriculture AND bioremediation” to identify articles published between
2004-2024.

Figure 6. Scientific production related to yeasts in agriculture in the years 2004-2024. The search
terms used were “yeasts AND agriculture AND bioremediation”.

However, some questions are yet to be answered. Literature, for example,
lacks studies that have tested yeasts in large-scale agricultural experiments — most
research has been carried out in greenhouses or laboratory settings. Additionally,
few studies have examined how yeast microbiota change over extended periods
under the influence of pesticide use. In this regard, it would be valuable to investigate
to what extent different seasons or climate zones might affect yeast adaptation. The
same holds true for soil types: it is still unclear how (or if) soil features contribute to
yeasts to the development of tolerance in yeasts toward agrochemicals. Finally,
science would benefit from more studies on yeasts isolated from environments in the
vicinity of farms that use agrochemicals. In these areas, the presence of pesticides,
although in lower concentration, could drive an artificial selection of microorganisms.

In addition to the need for more studies, it is important to consider the logistical
challenges of effectively incorporating yeasts into agricultural systems, especially for
large-scale applications. From this perspective, “on-farm” production (producing
inputs for personal use on the agricultural property) could be an advantageous
solution. However, using yeasts as biocontrol agents, plant-growth promoters, or
bioremediators requires careful management of environmental factors (such as

temperature, pH, and oxygen levels) to ensure these organisms maintain high
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metabolic activity and efficiency in degrading contaminants. In addition, obtaining and
multiplying yeast cultures implies significant costs, especially when using genetically
modified strains, which require rigorous safety assessments to avoid negative

impacts on the agricultural ecosystem [101,102].

1.8. CONCLUSION

The trend observed in Figure 6 underscores the growing concern for
sustainability and the pursuit of alternatives that mitigate the negative environmental
impacts of conventional agriculture. In this context, yeasts hold significant importance,
owing to both the inherent potential of various species in nature and the
biotechnological innovations surrounding their genetic engineering. This review
aimed to systematically present these potentials to spark interest within the scientific
community for developing practical processes based on the ideas discussed. It is
imperative to acknowledge the harm that agrochemical usage inflicts on the
environmental microbiota and its broader implications for wildlife. Additionally, the
microorganisms we aim to preserve may provide solutions to the challenges created
by human activities. In this two-way street, further studies on yeast physiological

processes are highly desired.
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2. CAPITULO 2 - DEGRADAGAO DE 2,4-D E PRODUGAO DE ACIDO INDOL-
3-ACETICO POR LEVEDURAS ISOLADAS DA MICROBIOTA DE INSETOS
POLINIZADORES

2.1. INTRODUGAO

O crescimento da populagédo mundial previsto para os proximos anos gerara a
necessidade de maior disponibilidade de alimentos. Atualmente, os numeros obtidos
pela Organizacdo das Nag¢des Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura (FAO)
mostram que a fome e a inseguranga alimentar acometeu grande porcentagem da
populagao mundial (FAO, 2022).

A solucao para esse problema nao consiste apenas no aumento da produgao
de alimentos através do aumento da area plantada, mas sim por alteragdo no modo
de se produzir, no desenvolvimento e aplicagdao de politicas publicas e incentivos a
producdo de alimentos de maneira sustentavel (FAO, 2022). Nesse sentido, ha a

necessidade de explorar outros aspectos envolvidos na produgao agricola.

Ao longo dos anos, diversas foram as intervencdes genéticas realizadas em
espécies cultivadas. Muitas delas contribuiram para o aumento de produtividade e
para uma melhor adaptacdo edafoclimatica dessas espécies, tornando possivel a
producdo em novas regides antes nao exploradas (SILVA et al., 2021). Outras
viabilizaram o uso de agrotdoxicos sobre as culturas de interesse sem que essas
fossem atingidas pelo produto quimico, fato que auxilia o produtor no manejo, porém,
incorre no uso de maior quantidade de produtos quimicos no ciclo de cultivo
(MONQUERO, 2016).

Com maior carga desses agrotoxicos aplicados no ambiente rural, ha maior
numero de intoxicacbes tanto aos aplicadores quanto aos consumidores dos
produtos tratados, visto que alguns alimentos apresentam residuos de produtos
quimicos utilizados no ambiente agricola. Ha também desequilibrios ambientais
causados por essas substancias, o que gera a necessidade da redugdo do uso
desses produtos sintéticos e a substituicdo por uso de ferramentas menos
agressivas, para protecdo do ambiente, das pessoas e dos animais nele inseridos
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2023).
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Cabe destacar que esse impacto negativo pode se dar por meio do efeito
desses compostos sintéticos sobre a microbiota do ambiente agricola. A literatura
esta repleta de exemplos do efeito nocivo dos agrotéxicos sobre 0s microrganismos
do solo e, consequentemente, sobre a producéo de alimentos (DHULDHAJG et al.,
2023; JEYASEELAN et al., 2024; SHARMA et al., 2023). Contudo, os agrotoxicos
podem afetar também outros microrganismos do ambiente, como aqueles que se
estabelecem como um elo entre plantas e insetos polinizadores, causando prejuizos
a reproducao de algumas espécies vegetais (FENNER et al., 2022). Ademais, é
reconhecido também que esses microrganismos cumprem outros papéis na
associagdo com plantas, na protegdo destas frente ao ataque de patégenos, na
supressao do crescimento de plantas competidoras ou no estimulo do crescimento
das plantas de interesse econémico (GIEHL et al., 2023; TADIOTO et al., 2023).
Desse modo, € importante avaliar o efeito desses compostos sintéticos sobre os
microrganismos associados ao ambiente agricola, em especial aqueles que

compdem o microbioma de insetos polinizadores.

Entre tantas fungdes bioldgicas, os microrganismos, como as leveduras,
também sao fonte de biotecnologias que podem ser utilizadas pela industria para os
mais diversos usos (NGUYEN et al. 2024, PENA, et al., 2018). Deste modo, esses
seres unicelulares compdem um rol de ferramentas com impacto ambiental inferior
aos produtos sintéticos hoje empregados na agricultura. Ademais, leveduras tém a
capacidade de produzir acido indol-3-acético (AlA), que é uma auxina, hormdnio
vegetal ligado ao crescimento apical, radicular e lateral das plantas (TAIZ et al.,
2017). A presenga desse composto no ambiente causa melhor desenvolvimento das
culturas por causar incremento significativo em aspectos como a massa radicular e
aérea, o que indica sua atuagao na promog¢ao de crescimento vegetal, mesmo sem
a adigao do triptofano no meio, substancia precursora do AIA (FERNANDEZ-SAN
MILLAN et al., 2020).

Além do uso das leveduras como promotoras de crescimento, 0 emprego
desses organismos na biorremediacdo traz beneficios ao ambiente de produgéo,
uma vez que estes podem atuar na degradagdo de moléculas sintéticas presentes
em ambientes agricolas (STOYANOVA et al., 2023; HAN, ZHAO e LI, 2015), o que

reduz danos a microbiota presente. Esses microrganismos unicelulares também
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podem contribuir em processos industriais de degradacao de pesticidas em produtos
de origem agricola (CUS e RASPOR, 2008), contribuindo para a manutengdo da
seguranga de produtos para consumo humano e animal, facilitando o acesso a
seguranga alimentar almejada pela FAO (MASSOUD et al.,, 2019). Além disso,
promovem beneficios econdmicos e ambientais, o que € amplamente aceito e
desejado mundialmente (AL-TOHAMY et al., 2022).

Os herbicidas sintéticos sao largamente utilizados nos campos de producéao
agricola convencionais com a finalidade de controlar as plantas invasoras. Dentre
esses herbicidas, destacam-se aqueles baseados nos Ingredientes Ativos (IA)
glifosato, pertencente ao grupo Derivados de Glicina, e o 2,4-D, pertencente ao
grupo Fendxi (MARCHI; MARCHI; GUIMARAES, 2008). Esses dois IA s&o os mais

amplamente comercializados no pais (BRASIL, 2024a).

Os herbicidas que contam com o IA glifosato tém sua atividade diretamente
relacionada a via metabdlica do chiquimato. Nessa via, a enzima 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintase (EPSPs), em situagdes normais, une-se ao seu
substrato natural, o fosfoenolpiruvato (PEP). Contudo, a enzima EPSPs possui uma
afinidade de 39,9 a 87,5 vezes maior pela molécula do glifosato do que pelo PEP
(CHEN et al., 2023). Desse modo, assim que a molécula sintética acessa o interior
da célula, ela acaba por se ligar a enzima, o que impede a conexao desta com o seu

substrato natural.

Essa atuagdo impede a continuidade da via metabdlica ao impossibilitar a
formacdo de trés metabdlitos primarios essenciais: os aminoacidos aromaticos
Tirosina, Triptofano e Fenilalanina. Esses aminoacidos possuem funcdes
importantes para a manutencédo da vida de plantas e microrganismos, sobretudo,
das leveduras (LEE e WENDISCH, 2017), o que impacta negativamente no

desenvolvimento de espécies microbianas sensiveis a esse |IA (DUKE, 2018).

Nas plantas, esses aminoacidos aromaticos assumem papéis importantes na
sintese de metabdlitos secundarios como flavonoides, compostos fendlicos e
alcaloides, que estdo ligados a defesa da planta, a resposta a estresses ambientais,
a acgao contra patdégenos e a propria estrutura dos vegetais. O triptofano, além das
outras fungdes, ainda atua como precursor de fitorménios auxinas, dentre eles, o

acido indol-3-acético (AlA) (TAIZ et al., 2017).
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Esses mesmos trés aminoacidos desempenham papéis imprescindiveis
também a sobrevivéncia das leveduras. Além de serem necessarios a sintese de
proteinas, cada um deles desempenha algumas fung¢des especificas. A tirosina
auxilia na sintese de metabdlitos secundarios com papel fundamental na defesa
celular e resposta a estresses ambientais, como alcaloides (DELOACHE et al., 2015)
e quinonas (PALSDOTTIR et al, 2003). Outro composto produzido a partir da
tirosina € a melanina, com importante funcdo de proteger a célula em casos de
estresse oxidativo (ZAJC et al., 2019; ALMEIDA-PAES et al., 2012). O triptofano, por
sua vez, € precursor de outras moléculas bioativas como melatonina, serotonina
(TAN et al., 2016; SPRENGER et al., 1999) e acido quinolinico (YILMAZ e GOKMEN,
2018), também ligadas a resposta das células ao estresse oxidativo. Por fim, a
fenilalanina participa de rotas regulatérias e de sinalizagdo, da sintese de
metabdlitos secundarios relacionados a defesa celular e de respostas a estresses
ambientais (KRIVORUCHKO e NIELSEN, 2015). Este aminoacido é importante
também para a formacdo de compostos aromaticos, incorporando caracteristicas
organolépticas a bebidas fermentadas (HERNANDEZ-ORTE, CACHO e FERREIRA,
2002). Desse modo, ao atingir as células de leveduras, o glifosato impacta
diretamente a sintese desses trés importantes aminoacidos, o que inviabiliza o
crescimento celular, além de comprometer outros processos relativos a defesa e

manutencao da vida das leveduras.

No Brasil, atualmente, segundo o banco de informag¢des sobre produtos
agroquimicos e afins do Ministério da Agricultura e Pecuaria - MAPA (AGROFIT),
encontram-se registrados 150 produtos formulados que tém como ingrediente ativo
o (lifosato (BRASIL, 2024b). Essa variedade de opgbes possibilitou a
comercializagdo de cerca de 266.088,12 toneladas do ingrediente ativo apenas no
ano de 2022 em todo territério nacional, segundo relatério do IBAMA (BRASIL,
2024a). O grande numero de produtos formulados baseados nesse IA se deve a sua

eficiéncia e facilidade de uso.

Ja os herbicidas que possuem como IA o acido 2,4-diclorofenoxiacético,
também chamados de mimetizadores de auxinas, ou, simplesmente 2,4-D, sao
substancias similares a fitormdnios da classe das auxinas, presentes naturalmente
nas plantas em baixas concentragcdes. No entanto, quando a concentracdo de

auxinas, ou similares, é alta, as atividades de elongagdo e divisdo celular e
48


http://doi.org/10.1021/jf011395o
http://doi.org/10.1021/jf011395o

diferenciagao de tecidos sao desreguladas, o que causa o crescimento desordenado
dos tecidos e torna inviavel a manutencdo da vida da planta. Dessa forma, esse

fitormonio atua como um herbicida.

As plantas gramineas s&o menos suscetiveis a essa molécula, pois
transportam as auxinas de maneira diferenciada em seu sistema, além de
degradarem a molécula de 2,4-D, que entdo se torna ineficaz para esse tipo de
planta. Devido a isso, os herbicidas 2,4-D sdo muito usados no controle de plantas
dicotiledéneas ou de folhas largas, sobretudo em culturas como milho, arroz e trigo
(MARCHI; MARCHI; GUIMARAES, 2008).

No Brasil, no ano de 2022, foram comercializados um total de 65.356,52 ton
do IA 2,4-D, o que corresponde ao segundo maior numero de vendas no pais,
perdendo apenas para o glifosato (BRASIL, 2024a), distribuidos entre 103 produtos
formulados registrados no MAPA (BRASIL, 2024b).

Dentro da protegdo de cultivos, os herbicidas mimetizadores de auxinas
apresentam problemas ao atingirem organismos vegetais nao-alvo, fendmeno
conhecido como deriva. Isso ocorre quando o produto aplicado em area
convencional volatiliza e acaba por ser carregado pelo ar até atingir espécies
vegetais suscetiveis a seus efeitos deletérios, o que da origem a fitotoxicidade em
diversos graus, que pode levar a morte de parte da area produtiva atingida (MARCHI;
MARCHI; GUIMARAES, 2008).

O ingrediente ativo 2,4-D tem grande importancia historica por ser o primeiro
composto a ser utilizado como herbicida, e também por ser um dos dois ingredientes
do produto conhecido como Agente Laranja, utilizado na guerra do Vietna entre os
anos de 1962 e 1975 pelos Estados Unidos para destruir a vegetagdo onde os
soldados inimigos se mantinham camuflados. Os efeitos do uso dessas substéncias

estdo presentes na regiao até os dias atuais (USA, 2011).

21.1. Efeito de herbicidas sobre microrganismos associados a ambientes

agricolas

O prejuizo causado por herbicidas convencionais ao meio ambiente decorre,
dentre outras razdes, do efeito nocivo desses compostos sobre a vida microbiana.

Dados da literatura demonstram que esses compostos reduzem significativamente a
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biodiversidade de microrganismos do solo e de ambientes aquaticos (BADANI et al.,
2023), o que impede que as fungdes ecossistémicas desempenhadas por bactérias

e fungos ocorram nos ambientes impactados (RAINIO et al., 2021).

Ha também evidéncias de que a presencga de glifosato no ambiente pode
aumentar a populagdo de microrganismos patogénicos em detrimento daqueles que
sdo benéficos as plantas e animais. Ademais, dados sugerem que esse composto
pode aumentar a suscetibilidade de organismos superiores a processos infecciosos
(VAN BRUGGEN et al., 2021).

Esse aumento de suscetibilidade a doencas decorre da perda da sua
microbiota normal e da inibicdo da sintese de aminoacidos aromaticos, o que
prejudica a sintese de proteinas (BADANI et al., 2023). Prejuizos semelhantes ja
foram também observados diante do herbicida 2,4-D, com acentuado prejuizo a
indicadores do solo, como diversidade e biomassa microbiana, respiracdo basal e
respiracao induzida por substrato (KELARLOU et al., 2023).

Embora os microrganismos de solo sejam os mais evidentemente afetados
pelo uso de herbicidas, é preciso considerar também o impacto dessas substancias
sobre as comunidades microbianas de outros microambientes. Nesse contexto, por
exemplo, se inserem as microbiotas de insetos polinizadores — imprescindiveis para
a reproducado de muitas espécies vegetais de interesse comercial (MITCHEL et al.,
2009). Por extensao, portanto, considerando a relacdo de interdependéncia que
esses invertebrados estabelecem com os microrganismos que o habitam, o prejuizo
a sua microbiota pode resultar na morte do animal e, consequentemente, inviabilizar

a reproducéao vegetal.

E importante destacar também que muitos dos microrganismos que habitam
os corpos de insetos transitam entre eles e as flores de angiospermas, como € o
caso das leveduras. De fato, a atracado exercida pelas flores decorre especialmente
de processos fermentativos conduzidos por células microbianas nos nectarios florais.
Como resultado dessas fermentagdes, sdo gerados compostos organicos volateis
(VOCs, na sigla em inglés) que atraem os insetos até as flores. Com isso, esses
invertebrados se alimentam, as plantas se reproduzem, e as leveduras conseguem

viajar entre flores ou simplesmente acessar o trato gastrointestinal dos animais, que
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se apresenta como um ambiente adequado para a reproducdo sexuada desses

fungos unicelulares (revisto por FENNER et al., 2022).

Enquanto habitam as plantas, muitas dessas leveduras fazem muito mais do
que apenas fermentar o néctar das flores para atrair polinizadores. Alguns dos
VOCs por elas produzidos, por exemplo, podem repelir insetos praga.
Adicionalmente, as leveduras podem também proteger as plantas de
microrganismos patogénicos e até mesmo estimular o crescimento vegetal (GIEHL
et al., 2023). A literatura relata ainda ensaios exitosos de leveduras empregadas
como estratégia de conservagao de frutos pds-colheita, gragas a sua capacidade de
producao de compostos bioativos (TADIOTO et al., 2023).

Desse modo, estudos relacionados ao efeito de herbicidas sintéticos sobre
células de leveduras sao extremamente desejaveis. Ademais, tendo em vista o
potencial biotecnologico desses que sao 0s microrganismos mais amplamente
empregados em bioprocessos (ALVES et al., 2022), a selegao de linhagens com
capacidade realizar a biorremediagao ou produzir compostos capazes de promover
o crescimento de vegetais pode resultar em alternativas sustentaveis para a

producao de alimentos.

22. OBJETIVOS
2.21. Objetivo Geral

Avaliar a potencial contribuicdo de leveduras selvagens para a produgao
organica de alimentos, tanto por meio da degradacao de pesticidas quanto pela

capacidade de producdo de acido indol-3-acético.
2.2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito de glifosato e 2,4-D (nas concentragdes de 25%, 50%, 100%
e 200% da dose recomendada na bula dos produtos) sobre o crescimento
celular de leveduras isoladas dos insetos polinizadores: besouro Astylus
variegatus e abelhas Tetragonisca angustula e Scaptotrigona postica;

e Avaliar a capacidade de degradagao de 2,4-D pelas leveduras isoladas de

insetos;
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e Avaliar a produgao de acido indol-3-acético pelas referidas leveduras.

2.3. MATERIAL E METODOS
2.3.1. Leveduras

As cepas de leveduras selvagens utilizadas no experimento s&o provenientes
da colegao do Laboratério de Bioquimica de Leveduras do Campus Chapecé da
UFFS (Portaria n° 207/PROPEPG/UFFS/2023") que foram previamente isoladas do
besouro Astylus variegatus e das abelhas nativas Tetragonisca angustula e

Scaptotrigona postica e posteriormente armazenadas no laboratério.

No processo de isolamento das cepas selvagens, as abelhas e besouros
foram coletados e inoculados em frascos com meio liquido YNB (6,7 g/L base
nitrogenada de levedura) com 10 g/L de xilose e 0,2 g/L de cloranfenicol. Apds
turvamento do meio, 10 pyL da solugédo foram estriadas por esgotamento sobre meio
sélido de mesma composic¢ao, acrescidos de 20 g/L de agar. Apds o crescimento, as
cepas foram separadas conforme as caracteristicas morfolégicas das colbnias. As
cepas CHAP-223, CHAP-224, CHAP-237 e CHAP-239 foram isoladas do besouro
Astylus variegatus, as cepas CHAP-242 e 248 foram isoladas da abelha

Scaptotrigona postiga, e a cepa CHAP-245, da abelha Tetragonisca angustula.

A identificacdo taxonémica das leveduras foi realizada pelo sequenciamento
das regides ITS1-5.8S-ITS2 e LSU do genoma das leveduras conforme descrito por
Tadioto et al. (2022). Apds identificadas, as regides ITS das cepas CHAP-223,
CHAP-237, CHAP-242 e CHAP-245 foram depositadas no NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) onde receberam os seguintes numeros: PP554891,
PP554956, PP554968 e PP554987, respectivamente. As sequéncias LSU de trés
das cepas também foram depositadas no NCBI sob os numeros: PQ111512 (CHAP-
223), PQ108907 (CHAP-237) e PQ112667 (CHAP-242).

" https://www.uffs.edu.br/atos-normativos/portaria/propepg/2023-0207
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2.3.2. Cultivos celulares na presenca de herbicidas sintéticos

Os herbicidas comerciais Zapp QI 620%, que tem como ingrediente ativo o
glifosato potassico, e o Aminol 806®, composto pelo ingrediente ativo 2,4-D, foram
escolhidos pela magnitude de seu uso na agricultura convencional no Brasil. Esses
dois produtos foram utilizados para os testes em quatro concentragdes distintas:
25%, 50%, 100% e 200% da dose indicada na bula de cada produto comercial.
Mantendo essas propor¢des, as concentragdes de ingrediente ativo utilizadas nos
experimentos foram: 3,255 g/L, 6,51 g/L, 13,02 g/L, e 26,04 g/L de ingrediente ativo
de glifosato e 1,51 g/L, 3,02 g/L, 6,045 g/L e 12,09 g/L do IA 2,4-D. Como controle,
foi utilizado meio de cultura sem adi¢cao desses herbicidas.

As cepas de leveduras foram pré-crescidas em tubos de ensaio contendo
meio YPD sdélido (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose e 2% de
agar) durante 48 horas a 30°C. Ap6s o pré-cultivo, 1 uL de células de leveduras foi
inoculado em frascos Erlenmeyer com 1/5 da sua capacidade util preenchida com
YPD liquido acrescido das diferentes concentra¢des de herbicidas citadas acima. Os
cultivos foram mantidos sob agitagdo em agitador orbital a 145 rpm por outras 48 h a
30°C.

A inoculagao das cepas aos meios foi considerada o tempo “0” e, a partir
deste momento, foram retiradas amostras as 14, 24, 38 e 48 horas de cultivo. Uma
parte dessas amostras foi utilizada para a determinacdo do crescimento celular, por
densidade optica a 570 nm, enquanto outra foi submetida a centrifugacéo (9000 rpm,
3 min). Os sobrenadantes resultantes foram armazenados a -20 °C para analises

posteriores, conforme descrito a seguir (ALBARELLO et al., 2023).
2.3.3. Analise da degradagcao do 2,4-D pelas leveduras

As amostras retiradas no tempo zero e as 48 horas de fermentacdo, apds
submetidas a centrifugacdo, foram diluidas 15000 vezes para analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (LCMS-2020, Shimadzu), em coluna capilar
C1s, nas seguintes condi¢des: temperatura da fonte de ionizagado de 250°C, tempo
de corrida de 26 minutos, fase mével com agua ultrapura e metanol e acido formico
como modificadores. Os resultados expressos no detector de massas determinaram

a quantidade de 2,4-D na amostra em mg/L.
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2.3.4. Analise de producgio do Acido indol-3-acético

A producao de AlA foi quantificada a partir de cultivos protegidos da luz em
meio liquido YPD sem herbicidas a 30°C e 145 rpm. Sobrenadantes dos cultivos
foram coletados em triplicata durante os crescimentos celulares, conforme descrito
acima. A quantificagao ocorreu por método colorimétrico com reagente de Salkowski
(2 mL de Cloreto Férrico 1ll 0,5 M e 98 mL de Acido Perclérico a 35%), seguindo
protocolo adaptado de Fu et al. (2016). Para isso, inicialmente, foi elaborada uma
curva padrao com cinco concentragdes distintas de AlIA. Em cada analise, 500 uL de
reagente de Salkowski foi misturado a 500 uL de amostra. A reacéo ocorreu durante
30 minutos, a temperatura ambiente, protegida da luz. Na sequéncia, as amostras

foram submetidas a um espectrofotdmetro e a absorbancia foi registrada a 530 nm.

2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.41. Producio de Acido Indol-3-Acético

A prospecgao de microrganismos capazes de promover o crescimento de
plantas é um tema amplamente explorado na literatura, e englobam rizobactérias,
fungos filamentosos e leveduras que produzem compostos benéficos para o
desenvolvimento vegetal. Essas espécies de microrganismos tém diversas
aplicagbes agricolas que servem como base para produtos comerciais voltados ao

biocontrole de pragas e doengas vegetais, além de atuarem como biofertilizantes.

Neste estudo, foi avaliada a capacidade das cepas de leveduras em produzir
acido indol-3-acético (AlA). Ao fim dos cultivos as cepas apresentaram diferentes

niveis de produgao de AlA (Figura 7).
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Producdo de AlA por cepas selvagens
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Figura 7 Curvas de produgao de acido indol-3-acético (em mg/L) pelas cepas selvagens durante as

48 horas de fermentacgao.

Em geral, quatro das cepas (CHAP-223, CHAP-224, CHAP-237 e CHAP-242)
produziram menos de 1 mg/L de AlA, conforme apresentado na Tabela 4. As cepas
CHAP-245 e CHAP-248 apresentaram valores superiores a 1 mg/L. O destaque
nesse teste foi a cepa CHAP-239, que alcangou uma produgéo de 3,724 mg/L de
AlA dentro das 48 horas de fermentagao (Tabela 4).

Tabela 4. Quantidade de acido indol-3-acético (mg/L) produzido pelas cepas apés
48 h de cultivo. Os resultados estdo apresentados como média e desvio padrao de
trés experimentos independentes.

CEPA Producgéo de AIA (mg/L)
CHAP-223 0,816 + 0,039
CHAP-224 0,988 + 0,091
CHAP-237 0,954 + 0,071
CHAP-239 3,724 + 0,053
CHAP-242 0,825 + 0,086
CHAP-245 1,077 £ 0,040
CHAP-248 1,283 + 0,072

A curva de producao de AlA das leveduras também revela como a producéo
da auxina se comportou em relagdo ao tempo de fermentagdo. Através dessa
analise, observou-se que quatro das cepas atingiram o valor maximo de produgao
as 24 horas de fermentacdo, apds o que nao houve aumento na concentracao de
AlA (Figura 7).
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Duas cepas, CHAP-223 e CHAP-224, apresentaram um padréo de producgao
de AlA notavel, sendo que ambas iniciaram a producao apos decorridas 24 horas de
fermentagdo. O atraso na producdo de AIA pode ser atribuido ao perfil de
crescimento celular dessas cepas. As curvas de crescimento em meio YPD
indicaram que ambas permaneceram na fase estacionaria por 15 e 24 horas,

respectivamente, justificando o inicio tardio da produgao.

Até 14 horas de cultivo, a cepa CHAP-239 apresentou uma produgao de
auxina de apenas 0,149 mg/L, semelhante a outras cepas que também comegaram
a produgao tardiamente. Contudo, a produgao de AlA nesta cepa ganhou velocidade
rapidamente e alcangou 0,805 mg/L as 24 horas de fermentagédo. Apds 38 horas, a
producao ja havia dobrado, atingindo 2,644 mg/L, e, as 48 horas, chegou a 3,724
mg/L, sem sinais de desaceleracdo na curva de produgdo até o término da
fermentacao. O inicio da fase exponencial de produg¢ao da cepa CHAP-239 coincide
com o momento em que se inicia seu crescimento celular exponencial, o que

legitima o aumento na producao de AlA.

As cepas CHAP-242 e CHAP-245, ambas da espécie Meyerozyma caribbica,
exibiram curvas de produgdo semelhantes: ambas iniciaram rapidamente a
producdo da auxina e estabilizaram a producao as 24 horas de fermentacdo — esse
nivel foi mantido até o final do experimento. As duas cepas apresentaram producdes
semelhantes, de 0,825 e 1,077 mg/L, respectivamente. No estudo de Fernandez-
San Millan et al., cepas da mesma espécie mostraram producdes de AlA de 2,08 e
1,06 mg/L, respectivamente, sem a adi¢cao de triptofano. Quando esse precursor foi
incluido, a produgdo aumentou para 4,11 e 2,22 mg/L, respectivamente, em um
periodo de 7 dias de fermentagcdo (FERNANDEZ-SAN MILLAN et al., 2020).

A produgédo de AlA pela levedura endofitica Williopsis saturnus alcangou 9,67
mg/L sem a adigédo de seu precursor, o triptofano. No entanto, com a inclusdo desse
precursor, a produgao saltou para 22,51 mg/L, o que representa um incremento de
232% em relagao a situagao anterior. Além dos dados expressivos obtidos in vitro, a
inoculagdo desta cepa nas raizes de milho resultou em um aumento significativo
tanto no comprimento quanto na massa seca das raizes e da parte aérea. Esses
resultados sugerem que, mesmo na auséncia de suplementagdo externa de

triptofano, a levedura estabeleceu uma simbiose com o milho, capturou o triptofano
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fornecido pela planta e o utilizou para a produgcdo de AIA, que quando
disponibilizada a planta, promoveu o crescimento vegetal (NASSAR et al., 2005)

A levedura de solo Candida tropicalis HY, conforme avaliado no estudo de
Amprayn et al. (2012), apresentou uma producdo de 2,6 mg/L de auxina com a
adicdo de 0,1% de triptofano. Em ensaio in vivo, a levedura influenciou
positivamente aspectos como o vigor da planta, pois o crescimento inicial das raizes
e da parte aérea foram potencializados (AMPRAYN et al., 2012). Isso resulta em um
efeito benéfico direto em culturas de interesse e possibilita seu desenvolvimento

inicial mais acelerado.

Duas cepas selvagens de Rhodotorula mucilaginosa e uma cepa de
Rhodotorula graminis necessitaram da adi¢cao de triptofano ao meio para a producéo
de AIA, uma vez que nao conseguiram produzir esse precursor de forma autbnoma.
Apds 7 dias de inoculagao, R. graminis apresentou uma produgao de 40 mg por g de
células secas de AIA. Em contrapartida, as cepas de R. mucilaginosa geraram
concentragodes inferiores a 20 mg/g e aproximadamente 9 mg/g do mesmo composto
no mesmo periodo. Esses resultados destacam a levedura endofitica R. graminis
pelo seu potencial em promover o crescimento de espécies vegetais e ressaltam sua

aplicabilidade em biotecnologia e agricultura sustentavel (XIN et al., 2009).

Neste trabalho, todas as cepas apresentaram capacidade de produgao de AlA,
mesmo sem a adi¢gao do seu precursor, o triptofano. Com base em outros trabalhos,
podemos sugerir que a adicdo desse composto aumentaria a capacidade de
producdo dessas cepas. Na relacdo planta-levedura, o triptofano pode ser fornecido
ao microrganismo pela planta, ja essa é beneficiada pela produgéo do AlA por parte

da levedura, formando assim uma simbiose entre as duas espécies.

A andlise da produgédo de AIA por leveduras evidencia a relevancia desses
organismos na promogao do crescimento vegetal e na sustentabilidade agricola. As
cepas estudadas demonstraram potencial para aplicagdes como organismos
promotores de crescimento vegetal. A identificacdo e caracterizagao de cepas com
essa capacidade podem contribuir significativamente para praticas agricolas mais
sustentaveis e promover a saude do solo e das plantas, ao mesmo tempo em que

minimizam os impactos ambientais dos pesticidas.
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2.4.2. Crescimento das leveduras expostas aos herbicidas comerciais

A presencga de herbicidas sintéticos no meio de cultivo teve impacto negativo
no crescimento de todas as leveduras testadas, com variagdes na intensidade das
alteragcdes conforme a linhagem, ingrediente ativo e concentracdo do produto
quimico adicionado (Figura 8). Todas as cepas apresentaram dificuldade em seu
desenvolvimento. Algumas delas ndo conseguiram superar o estresse causado
pelos herbicidas, apresentando crescimento insignificante ao longo das 48 horas do
experimento. Contudo, algumas cepas se sobressairam e superaram o desafio, fato
visualizado pela presenga de crescimento celular. Esses resultados evidenciam o
efeito das moléculas sobre os processos metabdlicos das leveduras expostas as

moléculas sintéticas.

Conforme pode ser verificado na Figura 8, duas linhagens (CHAP-223 e
CHAP-224) nédo toleraram nenhuma das concentragbes testadas dos herbicidas e
uma (CHAP-239) resistiu apenas a concentragdo mais baixa de 2,4-D. As quatro
leveduras que em maior ou menor medida cresceram diante das diferentes
concentragbes deste herbicida foram entido identificadas taxonomicamente: a cepa
CHAP-223 foi entdo identificada como Papiliotrema rajasthanensis, a CHAP-237,
como Kurtzmaniella quercitrusa, e as cepas CHAP-242 e CHAP-245, como

Meyerozyma caribbica.

58



A-CHAP-223 B - CHAP-224

b
3

H B &
g8 8 8

Densidade Optica (DO
Densidade Optica (DO)

QU’!E
8 8 8
|
x
=

=)
n
5
&
=
5]
]
bl
&
&
3

Tempo (h)

Tempo (h)
C- CHAP-237 D - CHAP-239
35,00 35,00
g 3000 T 30,00
= i
g 25,00 g 2500
2 200 —_o— O _\?— E 200
& 15,00 T - 1500
?: 10,00 /¢/ é 10,00 W 5,
5 so0 g 50 /..—--‘J"__
om./ ——ibf’ —a 8 ° um s — ..,
4 45 0 5 10 15 20 25 30 35 40 a5 50
Tempo[h] Tempo (h)
E - CHAP-242 F - CHAP-245
35,00 35,00
T 30,00 T 30,00
"g' 9, T T
s B — & g S 2
8 2000 4 2000
2 15,00 ————$ 4 1500
5 100 A ?_—a—d 3 1000 d —ir
5 500 e 5 5w N
0 .-"”—’i"_ - B qm.@_4£i'—___.,

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (h) Tempo (h)
G - CHAP-248
-O—YFD ——24-D1,51gfL

—&—24-D302g/L ——2.4-D 6,045 g/L

—W—24-D12,09g/L —8— Glifosato 3,255g/L

—&— Glifosato 6,51 g/L —#—Glifosato 13,02g/L

Densidade Gptica(DO)

—l- Glifosato 26,04 g/L

Tempo (h)

Figura 8 Curvas de crescimento das leveduras expostas a diferentes concentragées de herbicidas a
base de glifosato e 2,4-D.
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2.43. Ingrediente ativo: glifosato

Quando o N-(fosfonometil)glicina (glifosato) foi adicionado ao meio de cultivo,
todas as sete cepas apresentaram comportamento semelhante, sem crescimento
celular significativo. Apenas a cepa CHAP-224 mostrou um leve aumento na
populacao de células vivas em comparacéo as demais (1,09 OD) quando desafiada
pelo herbicida. Essa cepa foi a unica das sete a sofrer inibigdo abaixo dos 90%,
demonstrado o forte efeito inibitério causado pelo produto comercial no

desenvolvimento regular das leveduras selvagens testadas.

Os dados obtidos indicam que nenhuma das sete linhagens alcangou a fase
de crescimento exponencial, ja que o crescimento final foi insignificante em
comparagao ao observado em meio YPD sem a presenga do herbicida. Esses
resultados sugerem que as cepas nao conseguiram superar o estresse causado
pelo herbicida e, neste contexto, precisariam de mais de 48 horas para uma possivel

adaptacao ao meio de cultivo.

A inibicao do crescimento celular é explicada pela acdo do glifosato na via
metabdlica do chiquimato, presente tanto em plantas quanto em leveduras. Ao
bloquear a atuagdo da enzima fosfoenolpiruvato sintase, o glifosato impede a
sintese de aminoacidos essenciais, como tirosina, fenilalanina e triptofano. A
auséncia desses aminoacidos compromete fungdes vitais que dependem deles, o

que culmina na inibicdo de processos fundamentais, como o crescimento celular.

Nossos resultados corroboram os dados de Stoyanova et al. (2023), que
demonstraram que cepas de Trichosporon cutaneum e Candida tropicalis expostas a
0,3 g/L de glifosato apresentaram um aumento no periodo de laténcia. Nessas
condicdes, o crescimento exponencial foi observado apenas a partir da 502 hora
para T. cutaneum e da 100% hora para C. ftropicalis, fato que evidencia o
comportamento similar ao observado no presente estudo (STOYANOVA et al., 2023).
Esse ingrediente ativo também prejudicou o crescimento de diferentes cepas de
Saccharomyces cerevisiae em concentragdes de 0,1% a a 1,5% no meio de cultura
(BARNEY et al., 2020; RAVISHANKAR, CUMMING e GALLAGHER, 2020),
ratificando o impacto negativo da molécula tanto em leveduras comerciais quanto

selvagens.
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E importante observar também que, quando o composto adicionado ao meio
€ um produto comercial — isto é, o ingrediente ativo combinado com substéncias
inertes —, o impacto observado ndo se deve apenas a interferéncia na via do
chiquimato, mas também a agdo em outras vias metabdlicas. Isso € evidenciado
pelo fato de que cepas expostas a um produto comercial (IA + inertes) sofreram
impactos superiores aos causados pelo ingrediente ativo sem as substancias
'inertes' em seu crescimento celular (RAVISHANKAR, CUMMING e GALLAGHER,
2020; STOYANOVA et al., 2023).

Também foi sugerido que a capacidade de S. cerevisiae de superar o impacto
causado pela molécula sintética esta relacionada ao aumento da atividade dos
genes AAC3 e HFA1, responsaveis pelo transporte de energia e pela biossintese de
acidos graxos. Esse aumento na expressédo génica contribui para a manutencgéo da
homeostase celular e favorece o desenvolvimento de resisténcia ao estresse
induzido pelo glifosato (RAVISHANKAR, CUMMING e GALLAGHER, 2020).

A pré-exposicado ao herbicida também & um fator determinante para superar
os efeitos negativos quando as células sdo novamente desafiadas pelo mesmo
ingrediente ativo. Nesses casos, a adaptagdo ao meio ocorre mais rapidamente,
além de as cepas atingirem maiores taxas de crescimento celular (BARNEY et al.,
2020). Esse fato torna o contato das leveduras com o ingrediente ativo ainda mais
preocupante, uma vez que elas levam mais tempo para se adaptar e retomar o
crescimento. Enquanto isso, organismos previamente expostos, especialmente
aqueles patogénicos em ambientes agricolas, prosperam com maior facilidade e
suprimem a populacdo de leveduras benéficas ao ambiente, incluindo aquelas

importantes para a polinizagao de insetos.

Esse fenbmeno ndo se restringe ao ambiente agricola. A supressado de
organismos benéficos e o crescimento facilitado de patégenos também ocorrem em
mamiferos expostos a residuos de glifosato. Estudos em ratos alimentados com
ragdo aditivada com glifosato mostraram um aumento no desenvolvimento de
microrganismos patogénicos, incluindo leveduras do género Candida (BILAN et al.,
2019). Isso revela o desequilibrio causado entre as espécies presentes no trato
gastrointestinal, o que caracteriza uma selecdo artificial de microrganismos que

favorece o crescimento de patégenos.
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Conforme discutido no Capitulo 1, as leveduras desempenham varias funcdes
importantes no ambiente em que estdo inseridas, uma das mais importantes é a
biorremediagao, processo que envolve a remogao, degradagao ou neutralizagao de
contaminantes em um ambiente ou produto, utilizando os servigos ecologicos

prestados por organismos vivos, como as leveduras.

Diversas cepas de leveduras ja demonstraram potencial para a
biorremediagao, especialmente na degradacao do glifosato. Em alguns casos, essas
leveduras atuam dentro de sistemas animais, como a levedura de selénio, que
contribui para a reducdo do estresse oxidativo celular, diminui a mortalidade e
aumenta a produgdo de carne em peixes quando suplementada na alimentagao
(HASSAN et al.,, 2022). Além disso, algumas cepas sao capazes de utilizar o
glifosato como fonte de carbono, o que forca a quebra da molécula e,
consequentemente, sua degradacado (STOYANOVA et al., 2023).

No processo de panificagcado, S. cerevisiae também demonstrou potencial para
biorremediagdo. Low, Shaw e Gerrard (2005) apresentaram dados onde a levedura
foi capaz de degradar altas concentragdes de glifosato presentes na massa durante
a producao de pao. Isso sugere que o fermento pode degradar o ingrediente ativo ao
longo do processo de fermentacéo, que contribui para a redugcao de residuos da
molécula quimica no produto final, e favorece o desenvolvimento de um alimento
mais seguro para o consumo (LOW, SHAW E GERRARD, 2005).

24.4. Ingrediente ativo: 2,4-D

O ingrediente ativo 2,4-D também afetou o crescimento celular quando
adicionado ao meio de cultura. As leveduras, contudo, exibiram respostas variadas:
algumas cepas conseguiram se adaptar a presencga do herbicida, enquanto outras

nao foram capazes de superar as adversidades impostas pelo composto.

Das sete cepas testadas, as cepas CHP-223 (Figura 8.A), CHAP-224 (Figura
8.B) e CHAP-239 (Figura 8.D) ndo conseguiram superar as adversidades impostas
pelo 2,4-D na maioria das concentracbes avaliadas. A Unica exceg¢ao ocorreu
quando a cepa CHAP-239 foi exposta a uma concentragdo de 1,51 g/L de 2,4-D,
onde houve um inicio de crescimento, embora a inibicdo tenha sido de 66% em

comparagao ao meio isento do herbicida. Nas demais situagdes, a inibicdo do
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crescimento celular para essas cepas foi, em média, de 99,03%, o que evidencia a

alta sensibilidade dessas linhagens ao produto comercial.

Outro ponto a ser destacado é o periodo de laténcia observado na curva de
crescimento dessas trés leveduras, que foi mais longo em comparagédo as demais
cepas, mesmo na auséncia dos herbicidas. Para as cepas CHAP-223 e CHAP-239,
esse periodo de laténcia foi superado apés 15 horas de cultivo. No entanto, a cepa

CHAP-224 apresentou crescimento exponencial apenas apos 24 horas de cultivo.

As outras quatro cepas testadas demonstraram diferentes niveis de tolerancia
ao herbicida, conforme mostrado na Figura 8. O crescimento dessas cepas variou
em funcdo da concentragdo do produto no meio de cultura. De maneira geral, a
porcentagem de inibicdo do crescimento esteve diretamente relacionada a
concentragdo do ingrediente ativo presente no sistema; ou seja, a medida que a

dose do IA aumentou, a inibigdo do crescimento também se intensificou.

Em meio de cultura que contém o herbicida na concentragao de 12,09 g/L, ou
seja, duas vezes a dose recomendada na bula, todas as quatro leveduras foram
fortemente afetadas. A carga de IA presente na solugao dificultou a adaptagao das
células ao meio, o que impossibilitou o crescimento dentro das 48 horas de teste.
Quando a concentragéo do ingrediente ativo foi reduzida para a dose recomendada
na bula, ou 6,045 g/L, o herbicida hormonal ainda impactou as leveduras, embora
com menor intensidade. As cepas conseguiram superar o desafio e iniciar a fase de
crescimento exponencial, mas essa fase se apresentou de forma pouco definida e
mais prolongada durante o tempo de avaliacdo. Ao final do experimento, a
porcentagem de inibicdo do crescimento celular foi de 90,08% para a cepa CHAP-
245, 76,05% para a CHAP-242, 75,00% para a CHAP-248 e 58,59% para a CHAP-
237.

Similar ao cenario anterior, as quatro cepas apresentaram uma fase de
laténcia prolongada, que persistiu até as 24 horas de cultivo. Apds esse periodo, 0
crescimento exponencial tornou-se mais evidente. A excegéo foi a cepa CHAP-237,

que apresentou um comportamento linear em sua curva de crescimento (Figura 8.C).

Sob uma concentracéo de 3,02 g/L, as linhagens mostraram um crescimento

celular superior ao da situacao anterior, o que representa evidéncia da relacao dose-
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dependente dos efeitos do produto agrotoxico sobre a multiplicacdo das células.
Nessa concentracdo, foi possivel identificar com maior clareza as fases de
crescimento dos microrganismos, incluindo a fase de laténcia, a fase exponencial e
a fase estacionaria, esta ultima observada apenas em duas das cepas nessa

concentracéo de herbicida.

Com uma carga de |IA menor a ser superada, a fase de laténcia no
crescimento celular durou um periodo mais curto. O momento em que essa fase se
encerrou e a fase exponencial se iniciou ocorreu apos 14 horas de fermentacao para

as quatro leveduras, a partir do qual o crescimento acelerado foi observado.

Duas das leveduras atingiram a estabilizagdo populacional, caracterizada pela
presenca da fase estacionaria. As cepas CHAP-237 e CHAP-245 mantiveram
crescimento exponencial entre 14 e 24 horas de fermentacao, e, apds esse periodo,
o crescimento celular se estabilizou, o que caracteriza a fase estacionaria. A inibigao
do crescimento ao final do experimento foi de 44,00% para a CHAP-237 (Figura 8.C)
e 53,80% para a CHAP-245 (Figura 8.F).

Outro indicativo da relagdo dose-dependente da inibicdo do crescimento
celular foi observado no meio YPD com a adi¢do de 1,51 g/L de IA, equivalente a V4
da dose recomendada na bula, que exerceu um impacto ainda menor nas quatro
cepas analisadas. Ao fim das 48 horas, a inibicao foi de 25,99% para a CHAP-237,
35,96% para a CHAP-242, 15,49% para a CHAP-245 e 38,27% para a CHAP-248.

A duracio da fase de laténcia, assim como o parametro de inibicdo, também
demonstrou ser dependente da concentragdo de ingrediente ativo durante a
fermentagdo. Sob a influéncia da menor concentragcdo de 2,4-D, essa fase foi
superada logo apés 10 horas de cultivo nas cepas CHAP-242 (Figura 8.E), CHAP-
245 (Figura 8.F) e CHAP-248 (Figura 8.G). Em contraste, a cepa CHAP-237

permaneceu na fase de laténcia até 14 horas de fermentacéo (Figura 8.C).

A cepa CHAP-237 também se destacou pelo crescimento exponencial em um
periodo mais curto, pois, esta cepa atingiu a estabilidade do crescimento a partir das
24 horas de cultivo. Ja os crescimentos das leveduras CHAP-242, CHAP-245 e
CHAP-248 atingiram a fase estacionaria proximo as 35 horas de cultivo e

mantiveram-se estaveis até o final do experimento. A depender do processo em que
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sera utilizada, essa cepa pode proporcionar um crescimento mais rapido, e impactar

positivamente a eficiéncia e a produtividade.

Leveduras, quando expostas a fontes de estresse, ativam diferentes
mecanismos de defesa simultaneamente, nesse periodo o crescimento celular
permanece estagnado enquanto as células buscam a adaptagéo as adversidades. A
producdo de proteinas, expressdao de genes e enzimas € alterada com vistas a
superacgao do desafio (GUTIN et al., 2019).

O comportamento dose-dependente observado nas leveduras selvagens é
consistente com o relatado por Viegas et al. (2005) para S. cerevisiae, em que se
verificou um prolongamento da fase de laténcia a medida que se aumentava a dose
de herbicida. Esse prolongamento € explicado pela necessidade de adaptagao das
cepas, que, ao serem expostas ao composto sintético, ativam o gene OLE17, o que
promove o aumento na taxa de lipideos nas paredes celulares e dificulta a entrada
do herbicida no interior das células (VIEGAS et al., 2005).

Outro gene relacionado a modificacdo na parede celular da levedura é o SPI1.
Embora sua funcédo ainda nao seja totalmente compreendida, ele desempenha um
papel importante na adaptacado das células ao 2,4-D, ao ser rapidamente ativado
assim que a molécula sintética entra em contato com as células. Essa ativacao
impede a entrada da substancia na célula, o que evita a redugao do pH intracelular e

a consequente inviabilizac&o da levedura (SIMOES et al., 2003).

Durante a fase de adaptacdo, outro desafio enfrentado pelas células é o
estresse oxidativo causado pelo 2,4-D. Esse fenédmeno foi comprovado por Teixeira
et al. (2004), que identificaram uma alta atividade de genes associados a sintese de
compostos com propriedades antioxidantes logo apos o contato das células com o
herbicida, o que indica o estresse oxidativo induzido pelo 2,4-D (TEIXEIRA et al.,
2004). O estresse oxidativo também afetou severamente o crescimento celular de S.
cerevisiae quando exposta por 90 minutos ao 2,4-D. A viabilidade das células
também sofreu grande impacto no tempo em que o experimento ocorreu (TAVARES
et al., 2022). A inibicdo no crescimento relatada na literatura, portanto, vai ao

encontro dos dados que obtivemos, que ratificam a necessidade de maior tempo
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para que haja a adaptacdo das células resistentes e a retomada do crescimento da

populacdo de leveduras.

Para agilizar o processo de adaptagdo, garantir o crescimento celular e a
degradacgédo de pesticidas, a engenharia genética aplicada a leveduras permite a
inser¢ao de genes especificos envolvidos na degradagao de moléculas sintéticas em
determinadas cepas. Essas modificacbes capacitam as leveduras a crescerem na
tanto na presenca de herbicidas (SU et al., 2019, LU et al., 2016) como inseticidas
(BAI et al., 2017). Isso é particularmente interessante como estratégia de
biorremediagdo, especialmente considerando que diversos residuos de pesticidas
permanecem no ambiente apds atividade humana. Westlund e Yargeau (2017)
encontraram a presenca de 751 ng/L de 2,4-D em aguas residuais, quantidade 17,5

vezes maior que a concentracao letal mediana (42,9 ng/L).

2.4.5. Biorremediacao da Molécula de 2,4-D

Devido seu amplo uso em ambientes agricolas, esse herbicida sistémico
provoca sérios problemas ambientais como a fitotoxicidade em espécies vegetais
nao-alvo e danos causados a microrganismos benéficos presentes tanto no
ambiente agricola quanto em ecossistemas adjacentes. Embora métodos quimicos e
fisicos sejam eficazes na degradacdo do ingrediente ativo, eles tendem a ser
dispendiosos e podem causar impactos ambientais significativos, semelhantes aos
da propria molécula, e assim, tornam-se opgdes pouco eficientes do ponto de vista
da sustentabilidade (revisado por MAGNOLI et al., 2020).

Em contrapartida, métodos de biorremediagao biolégica apresentam-se como
alternativas de menor impacto por manter a eficiéncia na inativacdo do 2,4-D no
ambiente. Por essa razao, o desenvolvimento de tecnologias de biorremediacao €
crucial para recuperar ambientes degradados pelo uso de pesticidas e assegurar a
seguranga alimentar de consumidores de alimentos com residuos de substéncias

sintéticas.

Ao considerar que algumas das cepas testadas demonstraram taxas de
crescimento celular mesmo em altas concentracdes do herbicida, foram realizados

testes adicionais para avaliar a possivel atividade de biorremediacdo dessas cepas
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sob as mesmas condicdes de concentracdo utilizadas nas avaliacbes de

crescimento celular.

A concentragdo do ingrediente ativo no meio mostrou-se novamente
determinante para a capacidade das células de realizar a biorremediagao do produto.
Com uma concentragcéo de 1,51 g/L (Figura 9.A), a maioria das cepas apresentou
capacidade significativa de redugédo do herbicida. A cepa CHAP-223 foi a unica que
nao demonstrou redugdo expressiva na concentragdo do 2,4-D. Por outro lado,
destacaram-se as cepas CHAP-237, CHAP-239 e CHAP-242, que reduziram a
concentracéo de 2,4-D em 61,37%, 64,12% e 61,76%, respectivamente.
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Figura 9 Porcentagem de reducao de 2,4-D apds as 48 horas de fermentacgao por leveduras.

Entretanto, quando a concentragao inicial de 2,4-D foi elevada para 3,02 g/L,
apenas a CHAP-248 n&o apresentou reducédo significativa do ingrediente ativo. As
outras seis cepas demonstraram capacidade de biorremediagdo, mas com

intensidade inferior a observada na situacdo anterior. Nesse novo cenario,
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destacaram-se as cepas CHAP-223, CHAP-242 e CHAP-245, que reduziram a
quantidade de IA em 22,22%, 21,81% e 21,54%, respectivamente (Figura 9.B).

Ao serem desafiadas com a concentragcdo recomendada na bula, ou seja,
6,045 g/L de IA (Figura 9.C), as leveduras apresentaram respostas distintas. Quatro
das sete cepas mostraram diferentes capacidades de realizar a biorremediacao: a
CHAP-223 reduziu a concentracao em 38,31%, a CHAP-245 em 32,96%, a CHAP-
248 em 31,86%, e a cepa CHAP-237 destacou-se ao apresentar uma redugao de

58,75% na concentracao do IA no meio.

Com a concentracéo de 2,4-D elevada para 12,09 g/L, o dobro da dose
recomendada, a maioria das cepas nao foi capaz de reduzir a quantidade do
herbicida (Figura 9.D). Todavia, mesmo sob essa condi¢cdo extrema, a cepa CHAP-
237 foi capaz de reduzir a quantidade de ingrediente ativo em 59,08%, e se
apresenta como possivel fonte de biotecnologias relacionadas a remediagdo desse

composto.

Tal biorremediagdo do 2,4-D é altamente desejavel, uma vez que seus
impactos negativos no meio ambiente, especialmente em relacdo a outros
organismos, sao significativamente menores quando esses microrganismos sao
utilizados. Bactérias e fungos s&o o0s microrganismos mais frequentemente
reportados como capazes de degradar ou realizar a biorremediagdo dessa molécula
(MAGNOLI et al., 2020).

Bactérias como Cupriavidus campinensis demonstram alta eficacia na
degradacgéo do 2,4-D in situ. Esses organismos alcangaram redugdes superiores a
90% apds 14 horas de inoculagéo, o que a torna uma excelente opgéao para uso em
ambientes agricolas (HAN, ZHAO e LI, 2015). Cepas do género Burkholderia
também mostraram resisténcia a doses crescentes de 2,4-D no solo, além da
capacidade de degradar o herbicida ao atingir redugdo de 90% do ingrediente ativo
no meio de cultura (MACUR et al., 2007). A degradagao total foi possivel com trés
cepas do género Bradyrhizobium, que conseguiram eliminar o |A ap6s 24 horas de
exposicao (HAYASHI et al., 2021), o que realga a importancia da busca por espécies

selvagens com essa capacidade.
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Os fungos também apresentam alta capacidade de degradar esse ingrediente
ativo. Mortierella sp. foi responsavel por reduzir a concentragdo de 2,4-D em 55%
durante 48 horas de exposicdo ao herbicida (NAKAGAWA et al.,, 2006). Ja
Penicillium chrysogenum, além de demonstrar crescimento sob 100 mg/L de 2,4-D,
conseguiu degradar cerca de 20% da concentragdo do herbicida em um meio com
outros substratos, como o a-cetoglutarato, sob a presengca de 2% de NaCl
(FERREIRA-GUEDES et al., 2012).

Assim como fungos e bactérias, as leveduras desempenham um papel
importante na biorremediagdo de poluentes exdgenos. Leveduras que expressam a
enzima CYP71A12 ja demonstraram capacidade de hidroxilagdo ao adicionar um
grupo hidroxila a um anel de diclorobenzeno (HAYASHI et al., 2007). O anel de
diclorobenzeno esta também presente no 2,4-D, o que sugere que o uso de
leveduras que expressam essa enzima pode ser uma via promissora para a
degradacgéao desse pesticida.

A insercao de genes em leveduras, com o objetivo de facilitar a atividade
enzimatica fora da célula, viabiliza a atuacdo desses organismos unicelulares na
degradacgao de pesticidas (TAKAYAMA et al., 2006). Essa abordagem proporciona
biorremediagdo com menor custo energético e protege as células de efeitos
deletérios causados pelas moléculas toxicas.

O uso de leveduras como biocatalizadores em reagdes € uma alternativa
promissora, tanto do ponto de vista ambiental quanto econémico, para a degradagao
de pesticidas (YE et al., 2021). A prospecgao de cepas de leveduras com essa
capacidade de realizar servigos ecologicos € de grande interesse biotecnoldgico.

Nesse contexto, a cepa K. quercitrusa CHAP-237 se destaca entre as sete
avaliadas por demonstrar notavel tolerancia ao 2,4-D. Essa resisténcia é
evidenciada pela adaptagcdo observada durante seu crescimento celular sob a
influéncia do herbicida, além de sua capacidade de reduzir a concentragdo da
molécula no meio em que estava inserida. Essas caracteristicas ressaltam o
potencial da espécie K. quercitrusa para ser utilizada em processos de
biorremediagao e contribuir para a mitigagdo dos impactos ambientais causados por
pesticidas.

Outros destaques ficaram com as cepas CHAP-245 e CHAP-248, pois ambas

apresentaram tolerancia ao 2,4-D, tendo apresentado crescimento celular
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substancial (Figura 8.F e 8.G). Por outro lado, essas cepas ndo demonstraram alta
capacidade de degradar a molécula do 2,4-D (Figura 9), o que sugere que essas
leveduras podem atuar, desenvolvendo diversas fungdes, em ambientes que
contenham esse herbicida sem degrada-lo, ou seja, sem impedir sua atuagao contra

as plantas daninhas.

2.5. CONCLUSAO

A investigacdo dos efeitos dos herbicidas sobre as cepas de leveduras
analisadas revelou um impacto significativo em seu desenvolvimento, trouxe
dificuldades e até impediu o crescimento celular. Os resultados evidenciaram o forte
efeito inibitdrio do glifosato, que comprometeu o crescimento das cepas testadas de
maneira substancial. A importancia da via do chiquimato na sintese de aminoacidos
essenciais para o crescimento celular ficou clara pela limitagdo que o herbicida
imp6s ao metabolismo das cepas selvagens, o que gera preocupagdes sobre a

sobrevivéncia de organismos benéficos em ambientes agricolas.

Em relagdo ao 2,4-D, os dados mostraram um efeito de dose-dependéncia,
onde o aumento da concentracido do herbicida esteva diretamente relacionado a
intensificagcdo do impacto no crescimento celular. O mesmo efeito foi observado no
periodo de laténcia da curva de crescimento, o que demonstrou que as células
precisaram de mais tempo para se adaptar ao estresse causado pelas
concentracdes crescentes do herbicida. As respostas variadas das leveduras ao 2,4-
D também sao motivo de apreensdao em termos ecoldgicos, pois trés cepas foram

tao afetadas quanto pelo glifosato.

Por outro lado, a resposta rapida de algumas cepas ao ambiente adverso
sugere um potencial biotecnolégico promissor em espécies selvagens. As leveduras
Kurtzmaniella quercitrusa (CHAP-237) e Meyerozyma caribbica (CHAP-242 e 245)
se destacaram por sua rapida adaptacao ao 2,4-D e menor impacto sofrido em seu
crescimento celular. A capacidade dessas cepas de superar os desafios impostos
pelo 2,4-D e sobreviver em um ambiente hostil sugere a adaptagdo das células
devido a expressao de mecanismo de defesa, que pode ser futuramente melhor

compreendido e utilizado em processos de biorremediacio.
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Sob baixas quantidades de 2,4-D, as sete cepas foram capazes de reduzir a
concentragdo do herbicida no meio. Contudo, com o incremento da concentragao
inicial, a atividade biorremediadora foi interrompida devido a inibicdo do crescimento
e a prolongacao da fase de laténcia. A cepa CHAP-237 (Kurtzmaniella quercitrusa)
se destacou por sua resisténcia ao herbicida e significativa capacidade de

biorremediagdo, mesmo em altas concentragdes de 2,4-D.

Além disso, as leveduras testadas demonstraram potencial na promogao do
crescimento de plantas, uma vez que todas elas produziram acido indol-3-acético
(AIA) em diferentes niveis. A cepa CHAP-239 se sobressaiu ao produzir mais do que
o dobro de AIA em comparagao com as outras, mesmo na auséncia do precursor
triptofano. A adigcdo desse precursor poderia aumentar ainda mais a produgao de

auxina e tornar essa cepa uma alternativa viavel para a producao industrial de AlA.

A prospeccdo de microrganismos benéficos que apresentem tolerancia a
herbicidas sintéticos, realizem biorremediacdo dessas substancias em ambientes
agricolas ou atuem como promotores do crescimento vegetal representa um campo
promissor para a sustentabilidade dos sistemas agricolas e a recuperacdo de
ambientes degradados. Essas descobertas destacam a importancia das leveduras
na agricultura. A identificagdo e caracterizagao de cepas eficazes e eficientes em
processos bioldgicos abre possibilidades para o desenvolvimento de produtos

sustentaveis que reduzam a dependéncia de insumos quimicos.

Testes suplementares relacionados aos impactos dos pesticidas sobre
organismos nao alvo, como as leveduras, sao desejaveis, sobretudo, utilizando
organismos selvagens, que podem conter caracteristicas de alto valor tecnoldgico
tanto para o ambiente agricola como para a industria. Cepas capazes de realizar
servigos ecossistémicos e gerar menores impactos ao ambiente sdo de grande

importancia para esses setores.
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