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RESUMO

A Antartica € marcada pela predominancia de caracteristicas extremas tais como
clima, habitats e biogeografia. A vida presente no continente é singular devido as
condi¢des a que estao expostas e sob as quais os organismos tiveram que se adaptar,
desenvolvendo mecanismos que refletem todas as adversidades presentes no
ambiente. Leveduras extremofilas, como as encontradas na regido Antartica, possuem
adaptacdes as baixas temperaturas, a radiagao ultravioleta (que tem maior incidéncia
nessa regido comparado aos outros continentes) e a alta salinidade do mar (no caso
das leveduras presentes no ambiente marinho). Algumas das leveduras estudadas ja
sao conhecidas por sintetizarem enzimas de interesse industrial, o que faz o estudo
mais aprofundado de seu comportamento em situagdes adversas imprescindivel para
averiguar novas adaptagdes de interesse biotecnoldgico. O presente trabalho é parte
dos projetos FAPESP 2016/07957-7 e PROANTAR/CNPq MICROSFERA e tem como
objetivo principal conhecer a resisténcia de leveduras isoladas a partir de amostras de
solo e substrato marinho coletadas na Ilha Rei George, a radiagao ultravioleta (UV-A,
UV-B e UV-C), diferentes temperaturas, diferentes pH, estresse nutricional e
diferentes salinidades. A condug¢do do presente estudo revelou o potencial das
leveduras da Antartica quanto a resisténcia a diferentes condi¢cdes extremas, sendo a
levedura Naganishia sp., proveniente de solo de Yellow Point, a que apresentou os

melhores resultados no geral.

Palavras-chave: Antartica, extremofilos, leveduras, resisténcia.
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1. Introducéao

A Antartica possui condigdes ambientais extremas que condicionam os
organismos a buscarem adaptagdes que os tornem capazes de ocupar o nicho vazio
que o continente representa. Qualquer tipo de vida, desde as microscopicas até as
formas mais complexas, precisa aprender a lidar com as adversidades que este
continente apresenta, incluindo, entre outras, o extremo de temperaturas negativas,
aridez, alto teor de radiagao ultravioleta proveniente do sol, que é mais acentuada
nessa parte do globo devido ao estreitamento da camada de ozénio.

Neste contexto, o grupo de pesquisa coordenado pela Profa. Dra. Lara D. Sette
tem focado seus estudos no isolamento, preservacido, selecdo e identificagcao
taxondbmica de micro-organismos derivados de ambientes antarticos visando
obtencao de enzimas com aplicagao biotecnoldgica na area industrial e ambiental. Os
resultados derivados dos projetos de pesquisa fomentados pela Fapesp (2010/17033-
0, 2013/19486-0 e 2016/07957-7) vém demonstrando o potencial biotecnoldgico de
fungos recuperados a partir de amostras da Antartica e tém estimulado a continuidade
e o desenvolvimento de novos estudos.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a resisténcia de leveduras
antarticas a diversas condicdes de estresse, tais como: temperaturas mais altas do
que as encontradas no habitat natural, alta salinidade, exposi¢do prolongada a
radiacdo UV, crescimento em condigdes oligotroficas e a ciclos de congelamento e
descongelamento. A busca por micro-organismos extremdfilos da Antartica pode
representar uma estratégia para encontrar novas rotas metabdlicas em eucariotos, e

consequentemente, novos compostos naturais de interesse biotecnoldgico.

2. Reviséao bibliografica
2.1 Antértica: caracteristicas e diversidade

O continente Antartico encontra-se isolado dos demais continentes por
correntes oceanograficas e pela distancia, sendo caracterizado por extremos de clima,
habitats e biogeografia. Os ecossistemas antarticos apresentam algumas
caracteristicas determinantes como o ar seco, escassez de nutrientes, alta taxa de
ventos, altos indices de radiagao ultravioleta e baixas temperaturas (TURNER et al,
2009).

A Antartica é dividida em trés regides: a Antartica continental, a Antartica

maritima e a zona subantartica. A Antartica continental é a que apresenta as maiores



altitudes e as menores temperaturas ja registradas na Terra, com condi¢cdes extremas
para as formas de vida presentes nesse local. Devido a superficie branca coberta de
gelo e a atmosfera sem nuvens, com pouco vapor d’agua, grande parte da radiagao
solar é refletida de volta ao espago, o que auxilia na manutencdo das baixas
temperaturas (TURNER et al, 2009). A regi&do maritima, abrange a peninsula Antartica
e ilhas vizinhas, incluindo o arquipélago das ilhas Shetland do Sul, possui clima mais
ameno do que o apresentando na regiao continental, com mais chuvas. A zona
subantartica é representada pelas ilhas mais dispersas no oceano, onde o inverno &
menos rigido (BOLTER; BAYER; STONEHOUSE, 2002).

O solo da regido Antartica possui uma relativa abundancia de vida microbiana,
apesar do extremo estresse ambiental, principalmente devido ao congelamento e a
dessecacédo. Na llha Rei George, as comunidades microbianas mostram variabilidade
nas propriedades fisiologicas e metabdlicas, como adaptag¢des as condigdes dificeis
do solo e protecéo contra a radiagédo UV (BOLTER, 2011).

De acordo com Ruisi et al. (2007) os micro-organismos que habitam os
ecossistemas da Antartica sdo classificados como psicrofilicos, psicrotolerantes e
mesofilicos-psicrotolerantes. Os psicrofilicos sao aqueles capazes de crescer a 0°C,
possuem 6timo crescimento a <15°C e temperatura maxima de crescimento < 20°C.
Os psicrotolerantes (ou psicrotréficos) sdo aqueles que podem crescer a 0°C e cuja
maxima temperatura de crescimento pode estar acima de 20°C, sendo a temperatura
6tima >15.0 e < 25 °C. Os micro-organismos mesofilicos-psicrotolerantes possuem
habilidade de crescer a baixas temperaturas com 6tima temperatura de crescimento
>25.0 e =40 °C. A maioria dos micro-organismos recuperados de amostras da regiao
da peninsula Antartica sao psicrotolerantes (ONOFRI et al., 2007) e essa
predominancia pode ser explicada pelo fato de que em alguns periodos do ano a
temperatura do solo pode chegar a 15°C (MOLLER e DREYFUSS, 1996).

2.2 llha Rei George: Baia do Almirantado

A llha Rei George, a maior das ilhas Shetland do Sul, esta 130 km a noroeste
na Peninsula Antartica e, na sua parte central, encontra-se a Baia do Almirantado
onde esta situada a estacdo Antartica Comandante Ferraz (EACF) e o Yellow Point
(Figura 1), locais de coleta dos substratos de onde as das leveduras utilizadas no
presente estudo foram isoladas. As temperaturas mais altas registradas no continente

Antartico sdo encontradas na Peninsula Antartica, provenientes dos ventos noroeste



que elevam a temperatura acima do ponto de congelamento, mantendo-as positivas
por 2 a 4 meses do ano (TURNER et al., 2009). Devido a sua localizagdo mais ao
norte do arquipélago, a llha Rei George € dominada por ventos oeste e rapidas
sucessdes de sistemas de baixa pressado, os quais transportam ar quente e umido
para a costa, o que resulta em uma grande sensibilidade das camadas de gelo a
mudancas bruscas de temperatura (KNAP; OERLEMANS; CADEE, 1996).

Figura 1 - Locais de coleta das amostras utilizadas no isolamento das leveduras estudadas (Baia do

Almirantado): 1) sedimento marinho na frente da Estagao Antartica Comandante Ferraz e, 2) solos do
Yellow Point (Fonte: adaptado de Simdes et al., 2004).
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Essas mudancas bruscas de temperatura podem resultar em efeito direto no
ciclo de vida de micro-organismos que habitam o solo, como também em um efeito
indireto, afetando a vegetagao e a camada de gelo que protegem a microbiota do solo.
Segundo Yergeau e Kowalchuk (2008), ciclos de congelamento e descongelamento
levaram a mudangas na estrutura e no tamanho a nivel molecular da comunidade de
fungos de solo antartico, assim como na atividade enzimatica, enquanto diferencas
graduais de temperatura de incubagdo nao apresentaram mudancas semelhantes.
Para conseguirem sobreviver as condi¢cdes extremas, esses micro-organismos
precisam de mecanismos como proteinas anticongelamento, composicao diferente da
membrana plasmatica, enzimas com atividades em temperaturas diversas e agentes
crioprotetores (ROBINSON, 2001).




10

2.3 Leveduras provenientes de sedimento marinho

Além das ja citadas adaptagcbes as temperaturas extremas do continente
antartico, leveduras que sao isoladas em sedimento marinho nessa regiao precisam
desenvolver mecanismos para lidar com o alto teor de sal desse habitat, o que pode
torna-las capazes de sintetizar biomoléculas com fungdes de interesse cientifico e
tecnologico (CONNELL et al, 2008). A unido de todos esses fatores resulta em micro-
organismos com caracteristicas unicas, as quais os tornam capazes de sobreviver
nesse ambiente extremo (VAZ et al., 2011).

Em estudos realizados por Inforsato (2017), 16 leveduras isoladas de
sedimento marinho antartico apresentaram atividade a enzima lipase em meio de
cultura liquido, sendo a espécie Metschnikowia australis a que obteve melhores
resultados.

Além disso, as espécies Rhodotorula muscorum e Mrakia frigida, provenientes
de sedimento marinho antartico, apresentaram atividade proteolitica (INFORSATO,
2017), algo de grande interesse industrial, pois as proteases correspondem a 60%-
65% do comércio mundial de enzimas, podendo ser usadas nos ramos de limpeza,
alimenticio, tratamento de residuos e farmacéutico (COTARLET et al., 2011; MURI,
2014; SANTOS et al., 2013).

2.4 Resisténcia de leveduras a radiacao ultravioleta

A radiacgao ultravioleta chega a superficie terrestre com intensidades diferentes,
dependendo de uma série de fatores, incluindo a densidade da camada de ozénio,
periodos do dia e do ano. No caso do continente Antartico, a camada de ozbnio é o
agente principal a ser considerado. O ozbnio da atmosfera absorve os comprimentos
de luz correspondentes as radiagdes ultravioletas, no entanto, devido a dispersao de
substancias e quimicos no ar, essa camada tornou-se mais fina ao longo dos anos
(NARAYANAN; SALADI; FOX, 2010). Farman et al. (1985) foram os primeiros a
publicarem observacdes referentes a perda de ozbénio na atmosfera da Antartica.
Desde entdo, o continente antartico apresenta um “furo” na camada: uma regidao onde
os niveis de ozbénio caem abaixo de 200 Dobson, unidade tradicional de medida de
ozbnio estratosférico (SIVASAKTHIVEL; REDDY, 2011). Como resultado, a taxa de
radiacao na Antartica € muito maior do que em qualquer outro continente do globo

terrestre.
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No estudo realizado por Pulschen et al. (2015), leveduras identificadas como
Exophiala sp., Cryptococcus friedmannii, Holtermanniella watticus e Rhodosporidium
toruloides coletadas do deserto do Atacama (Chile) em locais onde as temperaturas
encontravam-se abaixo do ponto de congelamento, mostraram uma alta resisténcia
as radiacdes UV-B e UV-C. Essa resisténcia é atribuida a um conjunto de fatores, tais
como: presenga de pigmentos, moléculas fotoprotetoras e mecanismos de foto-
reativagdo, que ajudam a reparar os danos no DNA causados pela radiagao.

Do espectro de luz solar, o intervalo entre UV-B e UV-C é o mais relevante
quando se trata de danos aos sistemas bioldgicos, podendo causar dano direto as
células e alteragdes nas fungdes imunoldgicas, incluindo danos ao DNA, mutagdes
génicas, imunossupressao, estresse oxidativo e respostas inflamatérias
(NARAYANAN; SALADI; FOX, 2010). As radiagbes ultravioletas B e C, mesmo
aparecendo com uma frequéncia menor que a UV-A, sdo de extrema importancia
devido aos danos que podem causar ao material genético das células: induzem a
sintese de dimeros de ciclobutano pirimidinas e pirimidina-pirimidinas, que levam a
uma quebra do DNA devido a um sistema de reparo ineficiente. A radiagdo UV-C,
além dos danos causados ao DNA, leva a formacéo de espécies reativas de oxigénio,
provocando a morte celular por outros mecanismos, como ma formagao de lipidios e
proteinas essenciais as atividades normais da célula (DOUKI; ZALIZNIAK; CADET,
1997; SANTOS et al, 2012).

Desta forma, destacamos a importadncia de estudos para uma melhor
compreensao dos micro-organismos adaptados as condigdes extremas, podendo
assim auxiliar no desenho de novas estratégias de isolamento de linhagens com
propriedades unicas e no desenvolvimento de produtos que visem a prote¢ao contra
a radiagao UV ou ainda encontrar aplicagdes em areas como a medicina, incluindo
estudos que visam o aperfeicoamento de terapias oncoldgicas a partir dos processos

de reparo celular frente aos altos indices de radiagao UV.

3. Objetivos
O presente projeto teve como objetivo avaliar leveduras provenientes de solo e
sedimento marinho da Antartica quanto a resisténcia aos seguintes fatores:

temperatura, escassez de nutrientes, pH, salinidade e radiagao UV-A, UV-B e UV-C.
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4. Material e métodos
4.1Leveduras antarticas
As leveduras estudadas no presente projeto sao provenientes de amostras de

solos e sedimento marinho da regido da Baia do Almirantado (llha Rei George,
Antartica). As amostras de dois tipos diferentes de solo (marrom e amarelo) da regido
de Yellow Point e também as amostras sedimento marinho (Tabela 1) foram coletadas
em janeiro de 2015 pela Profa. Dra. Lara Sette durante a fase IV da OPERANTAR
XXXIII. O presente estudo foi realizado com 5 taxons distintos de leveduras isoladas
de solos e 3 de sedimento marinho da Antartica (Tabela 2). Para alguns dos taxons
estudados foram utilizados mais de um representante, totalizando 14 leveduras. Os
isolados foram cultivados em placas de Petri contendo meio de cultura Yeast Media
Agar (YMA) por um periodo de 7 a 14 dias em uma incubadora Biochemical Oxygen
Demand (BOD) a 15°C.

Tabela 1 - Parametros fisico-quimicos dos solos onde as amostras foram coletadas (* em ppm) (valores
em mg.L-1) (YPA: Yellow Point solo amarelado; YPM: Yellow Point solo marrom; CDB Al e Fe:
quantidades de Al e Fe extraidas pelo método CDB; Ox. Al e Fe: : quantidades de Al e Fe extraidas
pelo método do oxalato de aménia; Piro Al e Fe: quantidades de Al e Fe extraidas pelo método do
pirofosfato; TC: teor de carbono total). (Fonte: adaptado de Inforsato (2017) e Wentzel (2017))

Amostra pH CBDAI Ox. Al CBD Fe Ox Fe Piro Al Piro Fe  TC (%)
YPA 4,48 320,29 244,22 175,51 141,97 4,21 2,54 0,06556
YPM 8,10 153,05 60,61 91,74 44,76 1,35 0,80 0,07421
EACF 7,62 96,67* 160,59* 55,92 99,86* 3,26* 1,93* 0,62205

Tabela 2 - Leveduras estudadas e seus respectivos locais de coleta. Solo de Yellow point, amarelado
e marrom, e sedimento marinho do ponto proximo a Estacdo Antartica Comandante Ferraz (EACF),
Botany Point (BP) e Punta Ullman (PU). (Fonte: adaptado de Inforsato (2017) e Wentzel (2017))

Espécie Local de coleta
Naganishia sp. Solo amarelado - Yellow Point
Leucosporidium sp. Solo marrom - Yellow Point
Holtermanniella wattica Solo marrom - Yellow Point
Goffeauzyma gilvescens Solo amarelado - Yellow Point
Goffeauzyma gastrica Solo marrom - Yellow Point
Cryptococcus gastricus Sedimento Marinho — PU
Metschnikowia australis Sedimento Marinho — EACF

Mrakia frigida Sedimento Marinho — EACF
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As leveduras utilizadas no presente estudo encontram-se preservadas por
ultracongelamento a -80°C (10% glicerol) na colegédo de pesquisa do Laboratorio de
Micologia Ambiental e Industrial (LAMAI) a qual esta associada a Central de Recursos
Microbianos da UNESP (CRM-UNESP).

4.2 Padronizacao das leveduras

Os isolados foram cultivados em meio de cultura Yeast Media Broth (YMB) em
incubadora com agitagcéo (120 rpm) a 15°C por 7 dias e, posteriormente, foi realizada
a padronizacgéo do inéculo por meio de contagem de células utilizando a camera de
Neubauer. A concentragéo final utilizada foi de 10” UFC.mL-" para todas as leveduras.

Essa padronizacao foi utilizada nos ensaios a seguir.

4.3 Ensaios de resisténcia a radiacao UV-A, UV-B e UV-C

A partir da padronizagao, foram retiradas aliquotas de 0,1 mL que foram inoculadas
em placas de Petri contendo meio YMA e, em seguida, expostas a radiacao UV por 5,
15, 30 e 60 min. Primeiramente foi feita exposi¢ao a radiacédo UV-B (320-280 nm) e,
posteriormente, a radiacdo UV-A (400 — 320 nm) e UV-C (280 - 100 nm). Apos o
periodo de exposicéo, as placas foram incubadas em BOD a 15°C. Nos dias 7 e 14,

foram tiradas fotos das placas para acompanhar o crescimento das leveduras.

4.4Ensaios de resisténcia a salinidade

Foram preparados meios de cultura YMA modificados com adi¢cdo de cloreto de
sédio (NaCl) nas concentragdes de 3%, 5%, 7% e 10%. A partir da padronizagao,
foram retiradas aliquotas de 0,1 mL que foram inoculadas em placas de Petri com o
meio YMA modificado com NaCl e incubadas em BOD a 15°C. Cada uma das

concentracoes foi feita em triplicata e avaliadas apds 7 e 14 dias de incubacgao.

4.5 Ensaios de resisténcia a pH

Tubos tipo Falcon permaneceram em estufa a 100°C por 24 horas e, apos isso,
foram pesados, sendo suas massas anotadas para posterior utilizacdo. A partir da
padronizacao, foram retiradas aliquotas de 0,1 mL que foram inoculadas em
Erlenmeyers contendo 50 mL de meio de cultura YMB com pH 3, 5, 7 e 9 e incubadas
sob agitacao de 120 rpm a 15°C por 7 dias. Apds esse periodo, o meio de cultura

liquido com os inéculos foi transferido para os tubos Falcon anteriormente pesados e
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foram centrifugados a 10000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi dispensado e os
tubos Falcon junto com o pellet voltaram para a estufa a 100°C por mais 24h. Apods
isso, os Falcons foram novamente pesados e, para definir a massa seca das
leveduras, foi feita a subtragéo do valor do Falcon vazio do do valor do Falcon junto

com a biomassa.

4.6 Estresse nutricional

A partir da padronizagao por contagem de células em camara de Neubauer,
foram retiradas aliquotas de 0,1 mL que foram inoculadas em placas de Petri com
meio de cultura agar Czapek Dox modificado com concentragdes de glicose de 2%,
1%, 0,5% e 0% e em meio de cultura YMA que serviu como controle. Cada
concentracao foi testada em triplicata. As placas foram incubadas em BOD a 15°C e

avaliadas apds 7 e 14 dias de incubacao.

4.7 Ensaio de resisténcia a temperatura

A partir da padronizagao por contagem de células em camara de Neubauer,
aliquotas de 0,1 mL foram inoculadas em placas de Petri com meio de cultura YMA e,
posteriormente, as placas foram incubadas em BOD com diferentes temperaturas:
25°C, 35°C e 45°C por 14 dias. A temperatura de controle foi de 15°C. Cada
temperatura foi testada em triplicata para cada uma das leveduras. A analise foi

realizada apos 7 e 14 dias de incubacéo.

5. Resultados
5.1Ensaios radiagéo ultravioleta
5.1.1 Radiagéo ultravioleta A

Todas as leveduras testadas apresentaram resisténcia a radiagao ultravioleta A,
sem diminui¢do na quantidade de colénias formadas comparando-se com a placa de
controle, que nao foi exposta a nenhum tipo de radiacdo, mesmo apds o periodo

maximo de exposi¢cédo de 60 min (Figura 2).
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Figura 2 — Naganishia sp. no ensaio de exposicao a radiagao ultravioleta A. A: controle, sem exposi¢ao;
B: 5 min de exposigao; C: 15 min de exposicao; D: 30 min de exposicao; E: 60 min de exposig¢ao.
Incubagao a 15°C por 7 dias.

Fonte: Autora.

5.2 Radiacéao ultravioleta B

Do total de 12 leveduras analisadas, 83% mostrou-se resistente a pelo menos
15 min de exposi¢do a radiacao UV-B. Entre elas, 41% continuou apresentando
crescimento de coldnias mesmo apds o tempo maximo de 60 min (Figura 3). Entre os
taxons testados, Leucosporidium sp. (isolada de amostra de solo de Yellow Point) foi
a que apresentou os melhores resultados, sem diminuicdo no numero de colbnias
formadas mesmo apds exposicao prolongada a radiagcao (Figura 4). Entretanto, o
resultado padrao foi uma diminuicdo no numero de coldnias formadas, conforme o
tempo de exposicdo aumentava, como no caso da levedura Cryptococcus gastricus
(Figura 5). A espécie Metschnikowia australis, isolada de sedimento marinho da
Antartica (na frente da Estacdo Antartica Comandante Ferraz — modulos

emergenciais) ndo apresentou resisténcia em todos os periodos de tempo testados.

Figura 3 - Porcentagens de sobrevivéncia em cada um dos periodos testados: 15 min, 30 min, 60 min
apos 7 dias de incubagéo a 15°C.

Ensaio Radia¢ao UV-B

B Sem resisténcia 15min ®30min ®W60min
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Figura 4 — Leucosporidium sp. ap6s exposi¢cao a radiagao ultravioleta B. A: controle, sem exposi¢ao;
B: 5 min de exposigao; C: 15 min de exposicao; D: 30 min de exposicao; E: 60 min de exposig¢ao.
Incubagao a 15°C por 7 dias.

Fonte: autora.

Figura 5 — Cryptococcus gastricus apds exposi¢ao a radiagdo ultravioleta B. A: controle, sem
exposicao; B: 5 min de exposi¢ao; C: 15 min de exposicdo; D: 30 min de exposigédo; E: 60 min de
exposicao. Incubagdo a 15°C por 7 dias.

Fonte: autora.

5.2.1 Radiagéo ultravioleta C

Do total de 14 leveduras analisadas, 81% apresentou algum nivel de resisténcia a
radiagao ultravioleta C e 19% nao suportou exposicdo ao tempo minimo de 5 min
(Figura 6). Entretanto, em todos os casos de resisténcia, o numero de colénias
formadas diminuiu drasticamente quando comparadas com aquelas da placa de
controle, que nao foi exposta a radiacdo. As duas espécies com maior resisténcia a
radiacdo ultravioleta C foram Holtermanniella wattica (Figura 7), isolada de solo
marrom de Yellow Point, e Cryptococcus gastricus (Figura 8), isolada de sedimento
marinho do ponto Punta Ullman, as quais resistiram a exposi¢ao de 60 min. As
espécies Mrakia frigida e Metschnikowia australis, ambas provenientes de sedimento

marinho, ndo apresentaram resisténcia nos periodo de exposicao avaliados.
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Figura 6 - Porcentagem de sobrevivéncia em relagao ao tempo de exposigao a radiagao ultravioleta C
apos 7 dias de incubagao a 15°C.

Ensaio radiagao UV-C

B Sem resisténcia M5min W 15min 30min 60min

Figura 7 - Espécie Holtermanniella wattica exposta a radiagdo UV-C. A: controle, sem exposigdo; B: 5
min de exposi¢ao; C: 15 min de exposi¢ao; D: 30 min de exposic¢ao; E: 60 min de exposig¢éo. Incubagao
a 15°C por 7 dias.

Fonte: autora.

Figura 8 - Cryptococcus gastricus apos exposi¢cao a radiagao ultravioleta C. A: controle, sem exposigao;
B: 5 min de exposigéo; C: 15 min de exposi¢do; D: 30 min de exposi¢céo; E: 60 min de exposi¢ao.
Incubacgéo a 15°C por 7 dias.

Fonte: autora.

5.3 Salinidade
Para os ensaios de salinidade trés taxons, um deles com dois representantes,

foram analisados (Naganishia sp., Goffeauzyma gilvescens, Cryptococcus gastricus).
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Todas as leveduras analisadas apresentaram resisténcia a um maximo de 7% de
cloreto de sédio acrescidos ao meio de cultura. Em todos os casos, a quantidade de
colénias formadas foi inversamente proporcional a concentragéo salina do meio de
cultura, como no caso da Naganishia sp., proveniente de amostra de solo de Yellow
Point (Figura 9).

Figura 9 - Naganishia sp. em meio de cultura com diferentes concentra¢cdes de NaCl. A: controle, sem
adigao de cloreto de sédio; B: 2% NaCl; C: 5% NaCl; D: 7% NacCl; E: 10% NaCl. Incubacao a 15°C por
7 dias.

Fonte: autora.

5.4 Estresse nutricional

Para os ensaios de estresse nutricional trés taxons, um com dois
representantes, foram analisados (Naganishia sp., Goffeauzyma gilvescens,
Cryptococcus gastricus). Todas apresentaram uma alta resisténcia a pouca
disponibilidade nutricional no meio de cultura. O crescimento nos meios Czapek Dox
modificados foi menor do que na placa de controle, contendo meio YMA. Entretanto,
houve crescimento de colbnias em todas as concentragdes de glicose, inclusive na
placa em que ndo houve adi¢cdo de fonte de carbono. O crescimento de coldnias nas
placas com as diferentes concentragdes de glicose nao diminuiu conforme a menor

disponibilidade de nutriente (Figura 10).

Figura 10 - Naganishia sp. em meio de cultura com diferentes concentragdes de glicose. A: meio YMA
de controle; B: Czapek’s Dox 0% glicose; C: Czapek’s Dox 0,5% glicose; D: Czapek’s Dox 1,5% glicose;
E: Czapek’s Dox 2% glicose. Incubacao a 15°C por 7 dias.

Fonte: autora.
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5.5 Temperatura

Dentre os 3 taxons testados (Naganishia sp., Goffeauzyma gilvescens,
Cryptococcus gastricus), a levedura Naganishia sp. cresceu em todas as temperaturas
avaliadas abaixo de 35°C (Figura 11). As outras espécies avaliadas tiveram como

temperatura maxima de crescimento 15°C.

Figura 11 - Naganishia sp. incubada em diferentes temperaturas. A: 5°C; B: 10°C; C: 15°C; D: 25°C;
E: 35°C. Incubagéo a 15°C por 7 dias.

Fonte: autora.

5.6 pH ideal

Quanto aos testes de resisténcia a diferentes valores de pH, os mesmos foram
realizados para dos 5 taxons de leveduras (Naganishia sp., Leucosporidium sp.,
Goffeauzyma gilvescens, Metschnikowia australis, Cryptococcus gastricus), 20% das
leveduras testadas demonstraram preferéncia a meios estritamente basicos,
apresentando producgao de biomassa igual tanto em pH 7, quanto em pH 9. Entretanto,
a grande maioria, 80%, cresceu igualmente em meio levemente acido, com pH 5, e
nos demais meios basicos testados (Figura 12).

Mesmo demonstrando uma clara preferéncia pelos meios basicos ou apenas
levemente acidos, as leveduras foram capazes de crescer também em pH 3, s6 que
com uma produc¢ao de biomassa um pouco menor do que aquela apresentada nas
outras condicdes. Apenas as leveduras Naganishia sp. e Leucosporidium sp.
apresentaram crescimento muito inferior em meio com pH 3, sendo que a Naganishia
sp. produziu apenas 2,4% do valor maximo de biomassa apresentado por essa
espécie nos testes em diferentes pH (Figura 12).

Além do pH de preferéncia, foi possivel avaliar a producao de biomassa pelas
diferentes leveduras em um mesmo periodo de tempo. Goffeauzyma gilvescens e
Leucosporidium sp. produziram apenas metade do que as outras testadas em um

periodo de 7 dias (Figura 14).
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Figura 12 - Média da biomassa em gramas produzida em cada um dos valores de pH analisados apés
7 dias de incubagao a 15°C sob agitacdo de 120 rpm.
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Figura 13 - Os pH de preferéncia das diversas leveduras estudadas apds 7 dias de incubagéo a 15°C
sob agitagédo de 120 rpm

pH ideal

BMpH5,7e9 mpH7e9



21

Figura 14 - Diferenga de quantidade de biomassa produzida por cada uma das leveduras em 7 dias
de experimento em incubadora a 15°C sob agitacdo de 120 rpm. Naganishia sp., Leucosporidium sp.,
Metschnikowia australis e Cryptococcus gastricus incubadas em meio com pH 7 e Goffeauzyma
gilvescens em meio de cultura com pH 9.
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6. Discusséao

A radiacao ultravioleta A é o subtipo que chega com maior abundancia a superficie
terrestre devido a sua capacidade de passar através dos gases que compdem a
atmosfera da Terra sem sofrer grande absorgéo; sendo assim, a luz solar que chega
até o solo é composta, em sua quase totalidade, de radiagdo UV-A. Quanto a radiagao
ultravioleta B, cerca de 90% que chega até atmosfera, é absorvido pela camada de
ozénio, enquanto a UV-C é absorvida em sua totalidade pelo ozénio atmosférico.
Sendo assim, o fato de todas as leveduras utilizadas nesse estudo ndo demonstrarem
mudancas ou diminui¢ao de crescimento mesmo apds a longos periodos de exposi¢cao
a radiacao ultravioleta A é explicado pela grande abundancia desse comprimento de
onda na luz solar; leveduras que habitam o solo, como a Holtermanniella wattica, estao
expostas diariamente a radiagdo UV-A, ndo seria viavel serem sensiveis e ainda
assim, serem encontradas em um local onde o indice de radiagao € o maior em toda
a superficie terrestre. Entretanto, mesmo apos serem retiradas do seu habitat natural
e passando por um processo de criopreservacgao, todas as espécies analisadas nao
perderam sua capacidade de resisténcia.

Normalmente, a resisténcia aos tipos mais letais de radiagao ultravioleta esta
ligada a presenga de pigmentos, como a melanina e os carotenoides (Moline et al,

2009), mas, como no caso das leveduras utilizadas no presente estudo, que eram
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todas hialinas e, ainda assim, demonstraram grande resisténcia as radiagdes UV-B e
UV-C, corrobora as observagdes de Schiave et al (2009) e Sinha e Hader (2002) de
que a pigmentacdo nao seja o fator principal de protegdo, nédo impedindo
completamente os danos ao DNA.

Nao havendo pigmentos fotoprotetores, ha um indicativo de que haja outros
mecanismos atuando na protecdo a radiacdo nessas leveduras, podendo ser a
presenca de moléculas fotoprotetoras, como a micosporina (LIBKIND et al, 2009) ou
a expressao de enzimas antioxidantes que protegem o DNA de degradac&o causada
pelos subprodutos formados pela exposi¢ao a radiacdo ultravioleta (HOERTER et al,
2005). Além da presenga dessas diferentes moléculas fotoprotetoras, 0 mecanismo
de fotorreativacdo (ZENOFF, SINERIZ, FARIAS, 2006), que conta com enzimas que
reparam os produtos gerados pelas radiagdes UV-B e UV-C, também poderia estar
atuando; entretanto, para as enzimas fotoliases atuarem, é necessaria a presenca de
luz azul e, como as leveduras foram incubadas em BOD sem luz solar, é provavel que
a atividade dessas enzimas estivesse baixa demais para ser relevante na protecao
(MARIZCURRENA et al, 2017). Comparando-se com os dados obtidos por Chen et al
(2011), as leveduras utilizadas no presente estudo possuem uma potencial resisténcia
muito maior do que a encontrada em Saccharomyces cerevisiae, comumente usada
em fermentacdes, que apresentou queda do numero de colénias formadas em
periodos de exposicao inferiores a 35 min.

Os estudos com leveduras que demonstram potencial resisténcia a radiagao
ultravioleta sdo de grande relevancia para a area da saude. Através do estudo das
possiveis rotas que possibilitam esses micro-organismos sobreviverem a uma
exposigao prolongada a radiagao pode-se chegar a inovagdes na protecédo solar com
meios que impeg¢am danos ao DNA e, consequentemente, diminuindo a ocorréncia de
cancer de pele (FREEMAN; LEY; LEY, 1988). Além disso, os carotenoides
encontrados em leveduras pigmentadas podem ser usados como suplemento
alimentar, atuando como um tratamento sistematico contra os eritemas na pele
causados pela exposi¢ao a luz solar (SIES; STAHL, 2004).

As duas espécies que nao demonstraram nenhuma resisténcia a radiacado UV-C,
Mrakia frigida e Metschnikowia australis, sdo provenientes de sedimento marinho,
havendo uma atenuagdo da quantidade de radiagdo ultravioleta que chega até o
sedimento devido a absor¢cdo pela agua. Entretanto, a espécie Cryptococcus

gastricus, proveniente de sedimento marinho de Punta Ullman, foi uma das leveduras
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testadas que demonstraram maior resisténcia a radiagao ultravioleta C, a mais severa
dos trés tipos estudados. Essa resisténcia pode ser explicada pela transparéncia das
aguas que cobriam o sedimento de onde vieram as amostras e da transparéncia do
sedimento em si, que permitiiam a passagem da radiagao ultravioleta até os micro-
organismos (GARCIA-PICHEL; BEBOUT, 1996).

Além dos possiveis beneficios para a saude humana, as leveduras que
demonstram resisténcia a longos periodos de exposigao a radiagao ultravioleta podem
ser utilizadas como modelos de estudo para a astrobiologia. Em estudos de Onofri et
al (2008), foi evidenciado que leveduras, principalmente as melanicas, possuem alto
potencial para estudos astrobioldgicos, visto que apresentam alta resisténcia a fatores
como radiacao, estresse osmoético e flutuagao de temperatura.

No continente antartico, devido ao ambiente extremamente seco, os solos da
regido tendem a acumular uma alta concentracédo de sal. Nas areas temperadas, a
constante precipitagcdo e processos de descongelamento levam um fluxo de sal até
areas mais profundas do solo (FISCHER, 2014). As leveduras analisadas no presente
trabalho, como a Naganishia sp., sdo provenientes de amostras de solo da regido de
Yellow Point, logo, os resultados encontrados quanto a resisténcia a uma
concentracido salina alta no meio de cultura corroboram os dados anteriormente
citados da literatura sobre a presenga de sal nos solos da Antartica. A maior
concentragdo que as leveduras desse estudo conseguiram resistir foi de 7%,
concentragéo esta que ja ultrapassa a média encontrada em oceanos, de 3,5%
(MILLERO et al., 2008).

Os mecanismos pelos quais essas leveduras conseguem suportar o estresse
osmotico proporcionado por uma concentragao alta de sal no meio de cultura podem
ser: acumulo de compostos osmorreguladores de baixo peso molecular que nao
interferem na atividade de enzimas ou no proprio metabolismo do micro-organismo
(RUISI et al, 2007); acumulo de glicerol e arabitol (PASCUAL; MELGAREJO; MAGAN,
2002), que podem ser sintetizados apds a ativagdo de genes especificos (HAN;
PRADE, 2002).

Na Antartica, o solo pode ser levemente acido, com pH 6, no interior das ilhas ou
em alta altitudes, ou extremamente alcalino, com pH 9, na regido costeira (AISLABIE;
McLEOD; FRASER, 1998). Isso explica os resultados encontrados nesse estudo, em
que todas as leveduras testadas, tanto as de sedimento marinho, como a

Metschnikowia australis, e as de solo de Yellow Point, como a Goffeauzyma
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gilvescens, terem uma maior produgao de biomassa em meio levemente acido até
altamente basico (pH 9).

Em meio acido, o crescimento de todas as espécies testadas foi menor do que o
encontrado em meios basico. Segundo Restaino, Lenovich e Bills (1982), o meio de
cultura, ao atingir um limiar de pH muito abaixo daquele necessario para o
funcionamento fisiolégico normal das leveduras, leva a uma extensdo prolongada da
fase lag, onde ha preparacdo para o crescimento celular exponencial, e uma
consequente inibicdo da proliferacdo de células.

Através dos testes de pH ideal, também foi possivel ver a diferengca de producao
de biomassa por cada uma das leveduras em um mesmo periodo de tempo. Segundo
Walker (1998), isso esta relacionado com a capacidade de obtencao de nutrientes,
que vai definir a taxa com que as células se multiplicam.

As espécies de leveduras analisadas nesse estudo podem ser classificadas como
psicrotolerantes, como no caso da Naganishia sp., devido a seu crescimento em
temperaturas baixas, mas ainda assim apresentando formacdo de colénias em
temperaturas superiores a 20°C.

Em estudos feitos por Onofri et al (2008), leveduras psicrofilicas provenientes da
Antartica resistiram a temperaturas de incubacdo de até 90°C, devido a sua
capacidade de entrar em um estado criptobidtico de resisténcia. As leveduras
analisadas nao demonstraram capacidade semelhante, apresentando crescimento
otimo apenas em temperaturas baixas.

Para suportar temperaturas tdo baixas como as encontradas na Antartica, as
leveduras precisaram desenvolver mecanismos adaptativos, como: acucares
crioprotetores, que ajudam manter a membrana plasmatica estavel em casos de
desidratacao; glicerol e manitol mantém a pressdo de turgor das células; maior
concentracgao de lipidios e acidos graxos formando a membrana plasmatica; proteinas
anti-congelantes que impedem a formacéao de cristais no citosol; por fim, presenga de
enzimas capazes de atividade em temperaturas baixas (ROBINSON, 2001).

O solo da regidao onde as amostras utilizadas nesse estudo foram coletadas
contém uma concentragao muito baixa de carbono, com valor maximo de 14%, sendo
entdo considerados solos pobres (WENTZEL, 2018). Tal fato corrobora os resultados
encontrados nos testes de estresse nutricional, em que as leveduras estudadas
apresentaram uma grande resisténcia a meios de cultura extremamente oligotroficos,

inclusive com formagéao de colénias em meio sem adigao de fonte de carbono.
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Leveduras capazes de crescer em ambientes oligotréficos sdo de interesse para
estudos astrobiolégicos, ja que a presenga de nutrientes no solo de Marte é
extremamente baixa (PULSCHEN et al, 2015). Jennings et al (1995) demonstrou que
a fixagdo de CO2z seria um mecanismo chave nos processos metabdlicos de leveduras

capazes de crescimento em meio oligotrofico.

7. Conclusdes

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, evidenciou-se que leveduras
provenientes de solo e sedimento marinho da regido Antartica possuem alta
resisténcia a diversos fatores de estresse. Observou-se que as leveduras
provenientes de solo coletado no Yellow Point apresentaram os maiores indices de
resisténcia aos diferentes tipos de radiagao ultravioleta, apresentando formacéao de
colbnias até no periodo maximo de exposicdo a UV-C. Todas as espécies analisadas
resistiram a uma concentragao alta de sal, maior do que a encontrada na agua do mar,
e apresentaram crescimento expressivo de colénias em meio altamente oligotrofico.
Mesmo apresentando uma clara preferéncia por meios basicos, as espécies
estudadas ainda produziram biomassa em meio acido. Nenhuma das leveduras
testada apresentou resisténcia a temperaturas mais altas do que 25°C. No geral, a
levedura Naganishia sp. foi a que obteve os melhores resultados, sendo um possivel
organismo modelo para estudos astrobiolégicos. Alguns dos testes foram realizados
com um numero inferior de taxons devido a uma exiguidade de tempo para realiza-
los. Entretanto, os dados coletados com as leveduras utilizadas foram extremamente
interessantes para ampliar os conhecimentos sobre micro-organismos extremdfilos;

tais dados estdo sendo compilados para uma publicagao cientifica.
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