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RESUMO

O Arquipélago de São Pedro e São Paulo (ASPSP), pertencente a Pernambuco,

destaca-se pela biodiversidade única devido ao isolamento, enriquecimento das

águas e por ser uma rota migratória de peixes e aves. O ASPSP é um ambiente com

características extremófilas, como altas temperaturas, nutrientes limitados, alta

radiação ultravioleta e águas altamente salinas. Em uma expedição oceanográfica

ao ASPSP, foi realizado um estudo abrangente sobre os microrganismos isolados de

diferentes amostras ambientais. Foram isoladas, dentre outros microrganismos,

diversas leveduras, incluindo não-convencionais e leveduras negras. O estudo visa

explorar diversidade microbiológica e metabólica das leveduras no ASPSP,

identificando isolados molecularmente e compreendendo suas interações com

fatores externos únicos do ambiente extremo. As 12 leveduras selecionadas tiveram

suas regiões Espaçadoras Transcritas Internas (ITS) sequenciadas, sendo usadas

para identificação das mesmas. Foi feita a avaliação morfológica das leveduras e,

além disso, fez-se um ensaio de melanização utilizando meio mínimo, suplementado

com L-DOPA, para entender a capacidade das leveduras negras de metabolizar

L-DOPA. A fim de verificar se as leveduras isoladas no ASPSP formam biofilme, foi

realizado um experimento usando cristal violeta a 2%. Além disso, foram testadas a

metabolização de 31 fontes de carbono por três das leveduras, além do crescimento

de sete delas em diferentes salinidades. Das 12 leveduras selecionadas, sete foram

identificadas a nível de espécie. Foram observados diversas estruturas

microscópicas, como conidióforos, conidios, hifas septadas, pseudohifas e

clamidosporos. Todas as leveduras negras formam biofilme, enquanto apenas uma

das demais leveduras testadas não foi capaz de formar. Não houve metabolização

de L-DOPA, o que revela uma estratégia metabólica distinta. Apenas uma das

leveduras testadas não foi capaz de metabolizar nenhuma das fontes de carbono.

Todas as sete leveduras avaliadas para crescimento em diferentes concentrações de

NaCl cresceram em porcentagem de ao menos 4%. Essas descobertas enfatizam

características morfológicas das leveduras negras, que permitem a adaptação a

ambientes extremos e contribuem para compreensão da diversidade microbiológica

do ASPSP e dos microrganismos extremófilos e suas adaptações.

Palavras-chave: Arquipélago de São Pedro e São Paulo; levedura; biofilme;

habitats marinhos extremos; biodiversidade, salinidade; morfologia.



ABSTRACT

The São Pedro and São Paulo Archipelago (ASPSP), located in Pernambuco, stands

out for its unique biodiversity due to isolation, water enrichment, and being a

migratory route for fish and birds. ASPSP is an environment with extremophilic

characteristics such as high temperatures, limited nutrients, high ultraviolet radiation,

and highly saline waters. A comprehensive study on microorganisms isolated from

different environmental samples was conducted during an oceanographic expedition

to ASPSP. Among various microorganisms, several yeasts, including unconventional

and black yeasts, were isolated. The study aims to explore the microbiological and

metabolic diversity of yeasts in ASPSP, molecularly identifying isolates and

understanding their interactions with unique external factors of the extreme

environment. The 12 selected yeasts had their Internal Transcribed Spacer (ITS)

regions sequenced for identification. Morphological evaluation of yeasts was

performed, and a melanization assay using minimal medium supplemented with

L-DOPA was conducted to understand the ability of black yeasts to metabolize

L-DOPA. An experiment using 2% crystal violet was carried out to verify if the

isolated yeasts in ASPSP form biofilms. Additionally, the metabolism of 31 carbon

sources by three yeasts and the growth of seven yeasts at different salinities were

tested. Seven out of the 12 selected yeasts were identified at the species level.

Various microscopic structures such as conidiophores, conidia, septate hyphae,

pseudohyphae, and chlamydospores were observed. All black yeasts formed

biofilms, while only one of the other yeasts tested was unable to form. No L-DOPA

metabolism was observed, indicating a distinct metabolic strategy. Only one of the

tested yeasts was unable to metabolize any of the carbon sources. All seven yeasts

evaluated for growth at different NaCl concentrations grew by at least 4%. These

findings highlight the morphological characteristics of black yeasts, enabling

adaptation to extreme environments and contributing to the understanding of the

microbiological diversity of ASPSP and extremophilic microorganisms and their

adaptations.

Keywords: São Pedro and São Paulo Archipelago; yeast; biofilm; extreme marine

habitats; biodiversity; salinity; morphology.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. Arquipélago de São Pedro e São Paulo

Em junho de 2023, a Estação Científica do Arquipélago de São Pedro e São

Paulo completou 25 anos de atuação. O Arquipélago de São Pedro e São Paulo

(ASPSP) é uma Área de Proteção Ambiental (APA), que integrou a APA Fernando

de Noronha-Rocas-São Pedro e São Paulo entre 1986 e 2018. Em 2018, a APA do

ASPSP foi criada, abrangendo boa parte da Zona Econômica Exclusiva (ZEE)

brasileira, que possui um raio de cerca de 200 milhas marinhas (MINISTÉRIO DO

MEIO AMBIENTE, 2018). A menor distância entre o Arquipélago e a costa brasileira

é com o Rio Grande do Norte, cerca de 1.000 km, apesar do mesmo pertencer ao

Estado de Pernambuco (MESQUITA, 2017). O Arquipélago possui uma área emersa

de aproximadamente 17.000 m e é constituído por um conjunto de ilhas (Figura 1),²

sendo sismicamente ativo, uma vez que está sobre a falha tectônica de São Paulo

(CARVALHO, 2012). Diferenciando-se da composição das demais ilhas

pertencentes ao Brasil, como Fernando de Noronha, que se originam de rochas

magmáticas, o ASPSP destaca-se ao ser constituído por rochas de peridotitos

serpentinizados do manto abissal, uma singularidade, visto que não há outras áreas

oceânicas acima do nível do mar com essa configuração rochosa (MOTOKI et al.,

2009).

Figura 1: Ilhotas do Arquipélago de São Pedro e São Paulo. Figura obtida de Carvalho-Filho,

Macena e Nunes (2016).

https://www.scielo.br/j/rem/a/rj6GvVCXGYftFMGCbdG9tSf/
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Ademais, o ASPSP, por conta, em parte, de sua formação rochosa, não

possui vegetação de médio e grande porte e apresenta clima quente e úmido, visto

que está localizada próximo à linha do Equador (MESQUITA, 2017). O Arquipélago é

detentor de uma grande biodiversidade, apesar de seu isolamento geográfico

(HAUEISEN; FELIPE, 2019), pois ocorre enriquecimento nutritivo das águas e é rota

migratória de diversos peixes e aves (FADIGAS VIANA et al., [s.d.]). Essas

características fazem com que o ASPSP seja uma área intercontinental de interesse

econômico, científico e estratégico.

A partir do Programa Arquipélago de São Pedro e São Paulo, o grupo de

pesquisa do Laboratório de Biologia Celular e Molecular de Fungos Filamentosos

(LBCMFF) vinculado ao Centro de Biotecnologia (CBiot) da Universidade Federal do

Rio Grande do Sul (UFRGS) realizou uma expedição ao ASPSP, entre os dias 14 e

29 de março de 2022. Essa expedição tinha como objetivo coletar amostras de

rochas, água, guano, plantas, algas, sedimentos etc., a fim de isolar fungos

leveduriformes e filamentosos presentes na região.

O projeto aprovado através da “Chamada CNPq - Nº 31/2019 - Programa

Arquipélago e Ilhas Oceânicas” visa encontrar moléculas bioativas através da

identificação de genes relacionados à biossíntese de metabólitos secundários

(CHEN et al., 2020). Para isso, duas abordagens estão sendo utilizadas: (I)

isolamento de fungos, seguido da caracterização dos mesmos através de técnicas

clássicas de micologia, avaliando o potencial antifúngico e antibacteriano das

espécies, assim como a análise do genoma dos isolados, identificando os

agrupamentos gênicos envolvidos na biossíntese de metabólitos secundários e (II)

bioprospecção de genes envolvidos na biossíntese de metabólitos secundários em

fungos, a partir da metagenômica shotgun. Assim, esse trabalho deriva do projeto

maior, com o objetivo de estudar a diversidade de alguns dos fungos marinhos

isolados do Arquipélago de São Pedro e São Paulo.

1.2. Diversidade fúngica e sua importância

As leveduras possuem ampla distribuição no planeta, estando presentes em

grande parte dos ambientes, incluindo os marinhos. Essas leveduras presentes em
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ecossistemas marinhos são encontradas na água do mar, sedimentos marinhos,

algas e animais marinhos invertebrados e vertebrados (SEGAL-KISCHINEVZKY et

al., 2022). As leveduras são organismos eucarióticos majoritariamente unicelulares,

diferenciando-se dos “bolores” ou fungos filamentosos, que podem ser multicelulares

e apresentam a formação de hifas (FISCHER; GLASS, 2019). Leveduras são fungos

que normalmente se reproduzem assexuadamente por brotamento ou por fissão,

tendo como característica importante a não formação de corpos de frutificação.

Predominantemente parte dos filos Ascomycota e Basidiomycota, a maioria das

leveduras é classificada na classe Saccharomycetes ou Hemiascomycetes, que se

caracterizam pela reprodução por brotamento (DUJON, 2006). Esses

microrganismos, que são conhecidos como decompositores primários, integrando

diversos processos naturais, como mineralização de nutrientes

(SEGAL-KISCHINEVZKY et al., 2022), vêm sendo utilizados há séculos em

inúmeros processos industriais, incluindo os fermentativos.

De grande importância na indústria alimentícia, as leveduras participam da

produção de metabólitos secundários bioativos já conhecidos, como o β-glucana,

carotenóides, ácidos, como o ácido aminobutírico, oligossacarídeos, álcoois de

açúcares, como xilitol e arabitol, entre outros (KUMDAM; MURTHY; GUMMADI,

2013; RAI et al., 2019; ALLAHKARAMI et al., 2021). Além disso, diversas leveduras

possuem propriedades probióticas, como a Saccharomyces cerevisiae,

Kluyveromyces lactis e Pichia fermentase (RAI; PANDEY; SAHOO, 2019). Ademais,

as leveduras podem ser utilizadas na expressão de proteínas recombinantes, sendo

seu uso vantajoso em relação a bactérias, uma vez que são organismos eucariotos

com maior capacidade de realizar mudanças pós-transcricionais (NTANA et al.,

2020). Assim, podem participar da síntese de diversas proteínas de uso comercial,

de uso terapêutico e na fabricação de biocombustíveis (NANDY; SRIVASTAVA,

2018). Segundo Shruthi et al. (2022) e Ma et al. (2023), as leveduras são utilizadas

na síntese de compostos antimicrobianos, atuando como antagonistas e

encapsulando patógenos, como outros fungos e bactérias. Além disso,

encontram-se na rizosfera, promovendo o desenvolvimento de diversas plantas

(SARABIA et al., 2018) e também metabolizando metais como o mercúrio e o

chumbo de áreas contaminadas, através do processo de biorremediação (SHRUTHI

et al., 2022). O conjunto de características fisiológicas e metabólicas que

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/saccharomyces-cerevisiae
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/kluyveromyces-lactis
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possibilitam o amplo uso dos fungos leveduriformes na indústria é também o

responsável por suas capacidades de adaptação, permitindo que muitas espécies de

leveduras ocupem uma variedade de ambientes, inclusive os mais extremos

(SEGAL-KISCHINEVZKY et al., 2022).

As leveduras negras são fungos dematiáceos, com paredes celulares

espessas e melanizadas, pertencentes ao filo Ascomycota (SEYEDMOUSAVI et al.,

2014), ELSAYIS et al., 2022, NOSANCHUK et al., 2015). São caracterizadas pela

presença de uma fase leveduriforme, quando em ambientes ricos em nutrientes,

reproduzindo-se por brotamento. Entretanto, as leveduras negras possuem um

estágio micelial, que faz parte de um mecanismo adaptativo, como resposta a

condições extremas, principalmente marcadas por altas temperaturas,

hipersalinidade, radiação UV e baixa disponibilidade de nutrientes (SEYEDMOUSAVI

et al., 2014, CAÑETE-GIBAS; WIEDERHOLD, 2018). A ampla distribuição de

espécies de leveduras negras em ambientes marinhos e extremófilos, como

Aureobasidium pullulans, pode ser explicada por suas estruturas e adaptações

(SEGAL-KISCHINEVZKY et al., 2022). Há, ainda, a formação de hifas verdadeiras,

pseudohifas e hifas moniliformes (WANG; SZANISZLO, 2007) e, assim, através

dessa junção de atributos, esses microrganismos são classificados como fungos

dimórficos. A transição entre as fases leveduriforme e micelial é mediada por fatores

de transcrição, envolvidos em vias de sinalização intracelulares e extracelulares

(SEYEDMOUSAVI et al., 2014). Wang e Szaniszlo (2007) demonstraram que o gene

WdStuAp codifica um fator de transcrição que atua na regulação, negativa e positiva,

da morfologia da levedura negra Exophiala dermatitidis (WANG; SZANISZLO, 2007).

Em outros fungos, por exemplo, como em Metarhizium rileyi, a transição entre o

estágio hifal e leveduriforme é mediada pelo fator de transcrição MrMsn2, indicando

que vários genes podem ser responsáveis pelo processo de transição entre as fases

(SONG et al., 2018). Ademais, o desenvolvimento dessas leveduras é lento e,

quando hifal, geralmente ocorre em meio sólido (CAÑETE-GIBAS; WIEDERHOLD,

2018, ELSAYIS et al., 2022). O polimorfismo da Exophiala dermatitidis, a título de

exemplo, foi observado como resultado do tempo de cultivo, meio utilizado e tempo

de incubação (CAÑETE-GIBAS; WIEDERHOLD, 2018).
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1.3. Influência de fatores abióticos na sobrevivência microbiana

Fatores abióticos estão relacionados a diversos processos como a

sobrevivência, adaptação e virulência de microrganismos. No entanto, condições

como escassez nutricional, alta incidência de radiação ultravioleta, compreendendo

diferentes comprimentos de onda, incluindo a UV-A, UV-B e UV-C, variações

expressivas de temperatura, variações de pH, alta salinidade (2-20% de NaCl) e

pressão atmosférica são consideradas fatores de estresse que modulam a

diversidade microbiana do ambiente (SEGAL-KISCHINEVZKY et al., 2022). Por

exemplo, quando em ambiente de alta salinidade, ocorre a alteração da homeostase

nos microrganismos, diminuindo a permeabilidade da membrana e levando ao alto

gasto energético para manter o equilíbrio osmótico. Ainda, a junção desses fatores

pode levar a mais danos, como em ambientes acidificados, onde há o aumento na

solubilidade de metais pesados, aumentando a sua toxicidade (CHUAN et al., 1996).

Muitos ambientes concentram mais de uma dessas condições, onde apenas se

desenvolvem microrganismos poliextremófilos e poliextremotolerantes.

O ASPSP apresenta diversas condições de estresse abiótico caracterizadas

pela vegetação escassa, fontes nutricionais reduzidas, elevada exposição à radiação

UV e alta salinidade. Isso é explicado pela proximidade territorial do ASPSP com a

linha do Equador (CORREA, 2015) e também por conta da organização estrutural e

dimensional das ilhas que o compõem e sua distância dos continentes. Desta forma,

o ASPSP pode ser considerado um ambiente extremo. Assim, é possível que em

sua biodiversidade existam microrganismos com características especiais de

adaptação.

1.4. Mecanismos adaptativos a ambientes extremos

1.4.1. Formação de Biofilme e seu papel ambiental

A estruturação do biofilme é formada por um consórcio de microrganismos

que produzem e se desenvolvem em meio a uma matriz extracelular (YIN et al.,

2019). A matriz extracelular é formada pela substância extracelular polimérica (EPS),

sendo ela normalmente composta por proteínas, polímeros, ácidos nucléicos e

lipídios (FLEMMING; WINGENDER, 2010). Essa substância tem sua composição
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modulada pelos microrganismos presentes no biofilme e pelo ambiente em que está

inserida, sendo que a composição da mesma é responsável por manter a matriz

hidratada e outras propriedades específicas do biofilme (PARRILLI; TUTINO;

MARINO, 2022). A formação de biofilme é parte de um processo complexo que

envolve a adesão inicial dos microrganismos em uma superfície, que pode ser

abiótica ou biótica, seguida da produção de EPS pelos microrganismos e do

desenvolvimento da estrutura tridimensional do biofilme (RICCIARDELLI et al.,

2019). Esse tipo de forma de desenvolvimento ocorre em processos de homeostase,

possibilitando interações complexas entre os organismos que o compõem, além de

promover a proteção dos microrganismos localizados em ambientes considerados

extremos (PARRILLI; TUTINO; MARINO, 2022). Além disso, o biofilme possui papel

importante na produção e decomposição de matéria orgânica, participando da

ciclagem de nutrientes.

Diversos fungos apresentam-se em forma de biofilme no ambiente. O

estabelecimento do biofilme está relacionado à patogenicidade dos microrganismos,

resistência a tratamentos e à resposta imune (KIRCHHOFF et al., 2017,KIRCHHOFF

et al., 2020). Ademais, esse tipo de organização estrutural dos microrganismos está

relacionado à resistência ao estresse, permitindo que microrganismos, como as

leveduras, sobrevivam em diversos ambientes extremos. Desta forma, o biofilme é a

forma predominante de crescimento ambiental de microrganismos, estando

relacionados à distribuição e ao sucesso na sobrevivência dos microrganismos que

os formam. Principalmente, quando localizados em ambientes extremos, pois acaba

permitindo a resistência a variações de pH, do índice de radiação ultravioleta, da

temperatura, da salinidade, da pressão atmosférica e da disponibilidade de

nutrientes (YIN et al., 2019). Isso porque, o ambiente em que ocorre a formação do

biofilme modula diretamente a disponibilidade de macromoléculas, alterando

propriedades físico-químicas, a sua composição e estrutura (RICCIARDELLI et al.,

2019).

1.4.2. Metabolização de diferentes fontes de carbono

Em ambientes extremos pode haver baixa disponibilidade nutricional, o que

torna a capacidade de metabolização de diferentes substratos uma característica

adaptativa importante. Leveduras possuem a capacidade de metabolizar diferentes
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substratos, como fontes de carbono e de nitrogênio, além de aminoácidos

(COSTENOBLE et al., 2011). As leveduras não-convencionais, como são chamadas

as leveduras que diferem de espécies mais estudadas (ex. Saccharomyces

cerevisiae), como algumas leveduras oleaginosas das espécies Yarrowia lipolytica e

Rhodotorula toruloids, possuem a capacidade de metabolizar fontes de carbono de

interesse industrial, como acetato e xilose (TIUKOVA et al., 2019). Debaryomyces

hansenii, outra levedura oleaginosa, também já foi identificada como metabolizadora

de xilose, além de ser considerada um microrganismo extremófilo, em que há a

regulação positiva das rotas lipogênicas, promovendo a produção de lipídios que

atuam como antioxidantes em situações de estresse (NAVARRETE et al., 2021). A

ampla utilização de diferentes substratos como fonte de carbono auxilia na

ampliação do nicho ecológico em que esses microrganismos podem sobreviver.

1.4.3. Sobrevivência a temperaturas extremas e alta salinidade

Em ambientes com temperaturas mais elevadas, baixas ou em regiões em

que há alta variabilidade de temperatura, os microrganismos que conseguem

sobreviver podem ser classificados como termofílicos ou termotolerantes (PIAZZA et

al., 2020). As leveduras termofílicas, como Kazachstania bovina e Pichia

kudriavzevii (TECHAPARIN; THANONKEO; KLANRIT, 2017; BUZZINI et al., 2018),

apresentam crescimento ótimo em condições de temperaturas mais elevadas ou

mais baixas. Já os microrganismos termotolerantes geralmente sobrevivem a essas

condições estressantes, mas não apresentam um desenvolvimento ótimo. Nesses

casos, alguns mecanismos adaptativos permitem com que esses microrganismos

apresentem crescimento. Um desses mecanismos é o ajuste na produção de ácidos

graxos saturados para ambientes com altas temperaturas e ácidos graxos

insaturados para ambientes com baixas temperaturas. Nos dois casos, a síntese

desses ácidos graxos está relacionada à manutenção da fluidez da membrana

plasmática celular (LEACH; COWEN, 2014).

Em ambientes com alta salinidade, os microrganismos que apresentam

crescimento podem ser classificados como halofílicos ou halotolerantes. Os

microrganismos halofílicos apresentam crescimento ótimo em meios com NaCl,

enquanto os halotolerantes crescem nesse tipo de meio, mas possuem crescimento

ótimo em meios com ausência do sal (DIDARI et al., 2020). Nesse tipo de situação,
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há desequilíbrio nas concentrações dos íons Na+ e K+, interferindo na homeostase

dos microrganismos. Muitos são os mecanismos nos quais esses microrganismos

halotolerantes utilizam para conseguirem sobreviver em ambientes hipersalinos.

Dentre as leveduras, destaca-se a espécie Debaryomyces hansenii, que é uma das

mais estudadas a respeito da tolerância a altas concentrações de NaCl (CORTE et

al., 2006). A via de glicerol de alta osmolaridade (HOG) é um dos principais

mecanismos de resposta a esse tipo de estresse, que atua na detecção da

salinidade e na osmoadaptação, além de permitir, através da ativação da

glicerol-3-fosfato desidrogenase 1 (GPD1) e de outras enzimas, o aumento na

produção de glicerol e a diminuição do estresse oxidativo causado por condições de

hipersalinidade (CHAMEKH et al., 2019). Essa via é ativada pela fosforilação da

proteína quinase Hog1 (MAPK). Ademais, há o acúmulo de solutos, a fim de

aumentar a osmolaridade interna dos microrganismos, além de mudanças nos

transportadores de íons e na fluidez da membrana plasmática, com objetivo de

modificar a permeabilidade da mesma (CHAMEKH et al., 2019).

Por sua vez, as leveduras negras sintetizam melanina, um pigmento essencial

para a resposta do fungo ao estresse causado pela alta salinidade ambiental. Esse

pigmento possui alto peso molecular, sendo sintetizado através da polimerização de

compostos fenólicos, sendo complexada com proteínas na parede celular (ELSAYIS

et al., 2022, NOSANCHUK et al., 2015). No filo Ascomycota, o 1,8-dihidroxinaftaleno

(DHN) é um dos principais precursores da biossíntese da melanina (KEJžAR et al.,

2013) (KEJžAR et al., 2013). A presença de melanina também está relacionada à

sobrevivência dos microrganismos em ambientes com temperaturas extremas e

radiação UV, além de auxiliar na proteção contra lise enzimática (ELSAYIS et al.,

2022, NOSANCHUK et al., 2015). Em estudos sobre o crescimento da levedura

negra Hortaea werneckii, Kejžar et al. (2013) demonstra que a inibição da produção

da melanina leva a mudança na morfologia e diminuição da taxa de crescimento

desses microrganismos em ambientes hipersalinos, sendo relacionadas à perda da

integridade da parede celular desse fungo (KEJžAR et al., 2013).

A busca por microrganismos no ASPSP, oferece oportunidade significativa

para o maior conhecimento técnico e científico acerca do ASPSP. O descobrimento

de novas leveduras desse ambiente, que podem possuir características únicas de

adaptação e sobrevivência (THAKUR et al., 2022). Além disso, a pesquisa por
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leveduras e outros microrganismos em ambientes extremos lança luz sobre a

biodiversidade local e contribui para a compreensão de como a vida prospera em

condições adversas, bem como seu papel nos ecossistemas, podendo servir como

potenciais bioindicadores ambientais (SALAMONE; ROBICHEAU; WALKER, 2016).

O pouco conhecimento sobre espécies endêmicas de regiões marinhas ainda

pouco exploradas quanto ao seu potencial biotecnológico, destaca a importância da

bioprospecção de bactérias e fungos desses ambientes. Ademais, fazer o

levantamento da biodiversidade e seus potenciais, contribui significativamente para

a preservação dessas áreas.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAL

Estudar a biodiversidade e a resposta a condições de estresse ambiental de

fungos isolados do Arquipélago de São Pedro e São Paulo.

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

● Identificar morfologicamente as estruturas dos fungos isolados e determinar

sua possível classificação por análise de ITS das leveduras de amostras

isoladas do ASPSP.

● Investigar o impacto na formação de biofilme, no crescimento das células

planctônicas dos fungos quando em condições adversas, com uma variedade

de concentrações salinas e fontes de carbono.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1. Bioprospecção e seleção das leveduras

Durante a expedição, os pesquisadores realizaram a coleta de 53 amostras

em diferentes áreas do ASPSP, principalmente nas áreas localizadas na costa das

ilhotas de Belmonte, São Paulo e São Pedro. Essas amostras foram semeadas em

Ágar Sabouraud (SAB), Ágar Batata Dextrose (BDA), Ágar Infusão de

Cérebro-Coração (BHI), Ágar-aveia-CTAB (OA), Ágar Dichloran Rose-Bengal

(DRBC) acrescidas de água marinha e cloranfenicol, a fim de impedir o crescimento

de bactérias, e incubadas à 28°C até o aparecimento de colônias e/ou micélios. Ao

total, foram isolados 312 microrganismos, dentre eles 115 leveduras (36,9%), 87

fungos filamentosos (27,9%), 79 não-identificados (25,3%), 18 bactérias (5,8%) e 13

fungos dimórficos (4,2%). Estes microrganismos fazem parte da Coleção do

Laboratório de Microrganismos de Importância Médica e Biotecnológica (LMIMB) do

Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e foram

disponibilizadas para o presente estudo.

As leveduras selecionadas para este estudo (12) estavam armazenadas a

baixas temperaturas e em diferentes meios de cultura, sendo eles SAB (25%), BDA

(25%) e DRBC (50%) acrescidos de água do mar filtrada. Para a recuperação do

estoque, as leveduras foram transferidas de seus meios originais para placas

contendo SAB e água do mar filtradas e estéreis. O processo de filtração com fibra

de vidro é realizado a fim de separar as impurezas macroscópicas da água do mar.

3.2. Identificação Molecular das Leveduras

O DNA genômico das leveduras selecionadas foi extraído utilizando o método

de Sambrook & Russell (2001) com modificações. A região ITS (internal transcribed

spacer) foi amplificada e enviada para sequenciamento na empresa ACTGene -

Análises Moleculares. Para a identificação molecular, a sequências geradas foram

submetidas ao BLASTn, ferramenta do National Center for Biotechnology

Information, a fim de avaliar comparativamente as sequências obtidas com as

presentes no banco de dados.
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3.3. Microcultivo, análise da morfologia das colônias e lâminas frescas

As leveduras selecionadas foram submetidas ao processo de microcultivo

para avaliarmos a formação de estruturas reprodutivas. Nesse ensaio, utilizamos

uma lâmina de vidro, afastada do fundo da placa por algum suporte, além de duas

unidades de algodão e duas lamínulas estéreis. Placas com SAB e água do mar,

previamente preparadas, foram cortadas em pequenos quadrados do tamanho das

lamínulas com auxílio das lamínulas. O quadrado gerado foi depositado sobre as

lâminas e, com auxílio de alças descartáveis, uma pequena fração das colônias das

leveduras negras foram inoculadas nas bordas do ágar e cobertas por lamínulas. Os

algodões precisam ser umedecidos com água ultrapura estéril, para que não haja

ressecamento do meio de cultivo. Após o preparo, as placas foram incubadas por

sete dias a 28°C, sendo posteriormente analisadas em microscópio de luz Zeiss

Axiolab HB 50, utilizando azul de algodão com lactofenol como corante. Para o

preparo das lâminas frescas, no centro de uma lâmina foram pipetados 3 μL de água

ultrapura e, com auxílio de uma alça estéril, uma quantidade pequena de biomassa

retirada de placas contendo cada uma das leveduras é espalhada no líquido. Por

fim, uma lamínula é posta em cima da lâmina, para a observação no microscópio. A

morfologia das colônias foi observada após sete dias de incubação a 28°C e o

diâmetro das mesmas foi medida através do software ImageJ.

3.4. Ensaio de Melanização em Meio Sólido

Para as leveduras negras selecionadas, o ensaio de melanização foi

realizado a fim de avaliar a capacidade desse precursor em aumentar a

melanização, indicando a capacidade dos fungos testados em metabolizar L-DOPA

(TEIXEIRA et al., 2010). Primeiramente, as leveduras foram inoculadas em 4 mL de

caldo de SAB (com água do mar) e incubadas overnight à 28°C. A cultura obtida foi

colocada em microtubos de 2 mL e centrifugada por 5 min, 8.000 rpm em solução

salina a 0,9%. O meio mínimo (15 mM glicose, 10 mM MgSO4, 29,4 mM KH2PO4, 13

mM glicina e 3 μM tiamina), sendo que em um dos preparos foi adicionado 1 mM de

L-DOPA, foi preparado em concentração de 2x para o experimento. O ágar foi

preparado e adicionado posteriormente, uma vez que o meio com L-DOPA não pode

ser autoclavado, somente filtrado. Duas placas de 24 poços foram preparadas, uma
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com meio mínimo com L-DOPA e outra sem L-DOPA (controle negativo). Para o

preparo das microplacas, o ágar aquecido deve ser misturado ao meio mínimo, em

uma proporção de 1:1. Após a preparação do meio, 500 μL da mistura devem ser

depositados em cada um dos poços. O meio com L-DOPA não pode ser manipulado

na presença de luz, pois possui aminoácidos fotossensíveis. As microplacas de 24

poços foram preparadas no dia posterior ao pré-inóculo das leveduras em SAB, que

ficaram 24h no shaker a 28°C e 180 rpm. Os pré-inóculos foram feitos em 4 mL de

SAB (com água do mar) e incubados por 24h a 28°C, sob agitação de 180 rpm. Os

cultivos foram centrifugados a 13.000 rpm por 5 min e as células ressuspensas em

SAB. Posteriormente, foi feita uma diluição 1:100 (10μL das células em 990μL de

Sabouraud). Por fim, foi pipetado 2μL no centro de cada poço da microplaca de 24

poços, em duplicata. As microplacas, com e sem L-DOPA, foram incubadas a 28°C

por 7 dias. A observação dos resultados é feita visualmente, por comparação da

placa com L-DOPA e o controle.

3.5. EcoPlate

Para a análise da diversidade metabólica das leveduras, utilizamos o Sistema

Biolog EcoPlateTM (Biolog Inc., Hayward, CA, United States of America), que permite

comparar as habilidades de diferentes microrganismos na metabolização de

diferentes fontes de carbono. Esse sistema é composto por uma placa com 31

diferentes fontes de carbono em triplicatas, divididas em seis grupos: aminoácidos,

aminas, carboidratos, ácidos carboxílicos, e compostos polímeros e um grupo de

substratos de diferentes fontes. O ensaio foi performado como descrito em Gouka et

al. (2022), com modificações. As placas foram incubadas a 28°C por 10 dias e as

leituras da densidade celular (OD 590 nm) foram feitas em 02, 04, 07 e 10 dias de

incubação.

3.6. Ensaio de Formação de Biofilme

As leveduras foram inoculadas em 30 mL de caldo de SAB (com água do

mar) e incubadas overnight à 28°C. A cultura obtida foi colocada em falcons de 50

mL e centrifugada por 5 min, 8.000 rpm. A biomassa obtida foi lavada duas vezes
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em solução salina a 0,9%. Após a última centrifugação, as células foram

ressuspendidas em SAB e tiveram a sua OD600nm ajustadas para 0.1 (+/- 0.005).

Posteriormente, 20 μL do cultivo foram transferidos para 180 μL de SAB em

triplicatas, em microplaca de 96 poços. As placas foram mantidas incubadas sem

agitação por 24 h (leveduras negras) e 72 h (outras leveduras) a 28°C. Após o

período de incubação, uma nova leitura em OD600nm foi realizada para a obtenção de

uma estimativa do crescimento das leveduras. O conteúdo dos poços da microplaca

foi retirado e lavado três vezes com solução salina 0,9%. Cristal violeta 2% foi

adicionado em todos os poços e deixado em repouso por 15 minutos. Por fim, a

microplaca foi lavada em água corrente para remoção total do cristal violeta e o

corante absorvido pelo biofilme foi solubilizado por dimetilsulfóxido (DMSO) e leve

agitação por 10 min. Posteriormente, a densidade de formação de biofilme foi obtida

através da OD570nm. O ensaio de formação de biofilme para as leveduras negras foi

realizado em salinidade única de 2.5% e as demais leveduras em 2.5, 4, 8 e 12%.

3.7. Ensaio de Halotolerância

As leveduras foram pré-inoculadas em 30 mL de SAB (com água do mar) e

incubados por 24h a 28°C, sob agitação de 180 rpm. Para taxa de crescimento, 1,5

mL foi transferido para microtubo e lavadas com solução salina a 0,9%, através de

dois ciclos de centrifugação a 10.000 rpm por 5 minutos. Após a lavagem, a OD600nm

foi ajustada para 0.1 (+/- 0.005). Do volume ajustado, 20 μL foi transferido para 180

μL de SAB acrescido de NaCl (2.5, 4, 8 e 12%). As placas foram incubadas sem

agitação a 28°C e a densidade celular foi medida por OD600nm em 24, 48, 96 e 168 h

após o início da incubação. Os experimentos foram realizados em triplicatas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1. Identificação molecular das espécies das amostras de levedura

Através do sequenciamento de ITS, nas amostras de água do mar foram

identificadas as espécies Hortaea werneckii, Hortaea sp., Exophiala dermatitidis,

Exophiala spinifera, Yamadazyma barbieri e Yamadazyma triangularis. Já nas

amostras de origem animal, os isolados foram identificados como Uncultured

Galactomyces, próximo a sequências de ITS de leveduras do gênero Geotrichum e

Debaryomyces hansenii e Uncultured fungus, próximas de sequências de ITS de

Pseudozyma sp.. As amostras de origem vegetal, por sua vez, apresentam isolados

de Uncultured fungus, estando próximo a sequências de ITS de Aureobasidium sp. e

Blastobotrys mokoenaii.

Dentre as 12 leveduras selecionadas, cinco foram classificadas como

leveduras negras e sete foram classificadas como outras leveduras. Essas leveduras

foram isoladas de nove diferentes amostras, compreendendo amostras originadas

da água do mar (caldeirão, cratera e enseada), de origem animal (guano, peixe

sargentinho e peixe papagaio) e vegetal (alga amarela, alga vermelha e vegetação

do farol) (Tabela 1). As sequências de ITS obtidas através do sequenciamento da

região do espaçador interno transcrito, bem como o resultado da identificação

através das mesmas pode ser visualizado na Tabela 2.

Tabela 1: Dados da amostra, local e identificação das leveduras selecionadas.

Isolado Amostra Local
Microrganis

mos Identificação Sigla

ASPSP 23 Alga
vermelha Coral Levedura Uncultured fungus

(Aureobasidium sp.) UncA

ASPSP 39 Peixe
papagaio - Levedura Uncultured

Galactomyces
UncG

ASPSP 50 Sedimento Enseada Levedura
negra Hortaea werneckii HorW

ASPSP 86 Sedimento Enseada Levedura
negra Hortaea sp. HorSP

ASPSP 100 Sedimento Enseada Levedura Debaryomyces DebS
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hansenii

ASPSP
102.3

Peixe
sargentinho - Levedura Uncultured fungus

(Pseudozyma sp.) UncP

ASPSP 201 Água Caldeirão Levedura Yamadazyma barbieri YamB

ASPSP 219 Água Caldeirão Levedura Yamadazyma
triangularis YamT

ASPSP 223 Água Cratera Levedura
negra Uncultured fungus UncF

ASPSP 231 Água Caldeirão Levedura
negra Exophiala dermatitidis ExoD

ASPSP 243 Vegetação Farol Levedura Blastobotrys
mokoenaii

BlaM

ASPSP 276 Água Caldeirão Levedura
negra Exophiala spinifera Exo
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Tabela 2: Identificação por ITS das leveduras não-convencionais.

Isolado
Amostra
de origem Sigla ITS

Query
coverage

% de
identidade

Código de
acesso

ASPSP
23

Alga
Vermelha
Coral Rosa

UncA

TATGGCKACTGCGGAGGATCATTAAAGAGTAAGGGTGCTCAGCGCC
CGACCTCCAACCCTTTGTTGTTAAAACTACCTTGTTGCTTTGGCGG
GACCGCTCGGTCTCGAGCCGCTGGGGATTCGTCCCAGGCGAGCG
CCCGCCAGAGTTAAACCAAACTCTTGTTATCAAAACCGGTCGTCTG
AGTAAAAATTTTGAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
CTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCACT
CAAGCTATGCTTGGTATTGGGTGCCGTCCTTAGTTGGGCGCGCCTT
AAAGACCTCGGCGAGGCCTCACCGGCTTTAGGCGTAGTAGAATTTA
TTCGAACGTCTGTCAAAGGAGAGGACTTCTGCCGACTGAAACCTTT
TATTTTTTCTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAAC

TTAAGCATATCAAARCCSGGGAGGGAAAAA

95% 99.82% KX515426.1

ASPSP
39 Papagaio UncG

TATGGACTGCGGAGGATCATTAAGAATTGATAATATTTGTGAAATTTA
TACARMMAACAAYAATYWTAYAATCAAMACMAAAAWAATYAAAACTT
TTAACAATGGATCTCTTgGTTCTCGTATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ACGCGATATTTCTTGTGAATTGCAGAAGTGAATCATCAGTTTTTGAA
CGCACATTGCACTTTGGGGTATCCCCCAAAGTATACTTGTTTGAGC
GTTGTTTCTCTCTTGGAATTGCATTGCTTTTCTAAAAWWTCGAATCA
AATTCGTTTGAAAAACAACACTATTCAACCTCAGATCAAGTAGGATTA

CCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAA

98% 96.13% HG936024.1
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Isolado
Amostra
de origem Sigla ITS

Query
coverage

% de
identidade

Código de
acesso

ASPSP
100 Papagaio DebS

TATGCKACTGCGGAGGATCATTACAGTATTCTTTTTGCCAGCGCTTA
ATTGCGCGGCGAAAAAACCTTACACACAGTGTTTTTTGTTATTACAA
GAACTCTTGCTTTGGTCTGGACTAGAAATAGTTTGGGCCAGAGGTT
TACTAAACTAAACTTCAATATTTATATTGAATTGTTATTTATTTTAATTGT
CAATTTGTTGATTAAATTCAAAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGA
TCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG
TAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATT
TCTCTCTCAAACCTTCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGA
ACTAGGCGTTTGCTTGAAATGTATTGGCATGAGTGGTACTGGATAGT
GCTATATGACTTTCAATGTATTAGGTTTATCCAACTCGTTGAATAGTTT
AATGGTATATTTCTCGGTATTCTAGGCTCGGCCTTACAATATAACAAA
CAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCA

TATCAWAAGCCCGAAGGRAAAATGAAT

97% 99.36% EF197946.1

ASPSP
102.3

Sargentinh
o UncP

TKWTGGCKACTGCAGATGGATCATTTCGATGAAAACCTTTTTTCTTG
AGGTGTGGCTCGCACCTGTCTAACTAAATCGAGCTACCACATTTTAA
CACGGTTGCATCGGTTGGCTGTCAAACAGTGCGCGCGGCGATTTA
TTTCGCCTCCCCGCGCATTGCGAGACGGTCGACATTTACCAAAAAC
ACTGTTGATACCATAGGATTTGAACGTAGATGAAACTCGACTGGTAA
TGCGGTCGTCTAAAATCTAAAAACAACTTTTGGCAACGGATCTCTTG
GTTCTCCCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTAATGTG
AATTGCAGAAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCC
CGGCAGATCTAATCTGGGGAGCATGCCTGTTTGAGGGCCGCGAAT
TGTTTCGAACGACAGCTTTCTTATTTAGTTGAGAAAGCTGGCGGATC
GGTATTGAGGGTCTTGCCATCTTCCACGGTGGCTCCCTCGAAATGC

98% 99.48% LC769462.1
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Isolado
Amostra
de origem Sigla ITS

Query
coverage

% de
identidade

Código de
acesso

ATTAGCGCATCCATTCGATAGGCAAGACGGACGAAAGCTCGTTATTT
CGCCCACGTCTTTCCCTGCCGGGTTTTGATAATATCAGGACTTCGG
AGAGGAGAGGCGCAGGGTCGAGGAGCTGGACGCGACGTTTTGCT
GGTTGGAGTGCTTCTGAACCCCGCCCATGCCTCCCCTTCTTCGGA
AGGAGAGGAAGGGATTTAATTTCAATTCATCGGCCTCAGATTGGTA
GGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAWWAAGCGGAAGGAACAC

ASPSP
201 Caldeirão Yam

B

TAWGCKACTGCGGAGGATCATTACAGTTATTAATTCCCGCCAGCGC
TTAATTGCGCGGTAGGAAATAATCCTTACACACTGTGTTTTTTGTTAT
TACAGGAACCATTGCTTTGGCTTGGCCTAGAAATAGGTTGGGCCAG
AGGTAAACTTAAAACTTCAATTTTTAATTGAATTGTTATTTAAAAAAAA
TTATTGTCAATTTGTTTGATTAAATTCAAAATAATCTTCAAAACTTTCA
ACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCATAGGGCATGCCTGTTTGA
GCGTCATTTCTCTTTCAAACCTTTGGGTTTGGTATTGAGTGATACTC
TTAGTCAGACTAGGCGTTTGCTTGAAATGTATTGGCATGAGTGTGCT
GGATAGTACGTTCTGATTATTCAATGTATTAGGTTTATCCAACTCGTT
GAACGATCAGGTGTATATTTCTGGTTACATTGGCTCGGGCCCTACAA
CAACAAACAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAAGAATACCCGCTGAAC

TTAAGCATATCAWAAGCCSGGAGGRAAAAATTAA

91% 100% NR_160336.
1

ASPSP
219 Cratera YamT

TATGCKACTGCGGAGGATCATTACAGTATTAGTTTTTTTCCTTACCAG
CGCTTAATTGCGCGGTGGAAAATAAAAACTTACACCCCATGATTTTT
CTTTTTATGGAACTATTCGTTTGGCTTGGTCGAAAGATTGGGCCAGA
GATTTAAGTAAAACTTCAATTTTTAATTGAATTGTTAAATTAAATTATAA
GTCAATTTGTTTGATTAAATTCAAAAAAATTTAAAACTTTCAACAGTG

97% 99.52% MZ424839.1
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Isolado
Amostra
de origem Sigla ITS

Query
coverage

% de
identidade

Código de
acesso

GATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
AGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCTCTTTGGTATTCCAGAGAGCATGCCTGTTTGAGCGTCA
TTTCTCTCTCAAACCCTTGGGTTTGGTGTTGAGCGATACGCTGAGG
AAACTGAGTGTTTGCTTGAAAAAGATTGGCATGAGTGTACTAGATAG
TGCTCCTTGATTTATTCAATGTATTAGGTTTATCCAACTCGTTGAACG
GAATCCTGGCGGTAAATTTCTGGTGTTATTGGCTCGGCCTAATAACT
TTTTATAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAAGAATACCCGCTGAACTTAA

GCATATCAAAAGCCSGGAGGRAAAAAAGAA

ASPSP
243

Planta
Farol BlaM

TAWGCKACTGCGGAGGATCATTAACGAAATATTTCTGACATTCGTCG
GAAAAAAATCATCTTACACCTGTGAAAATACRAATCTTTGCTTTGGC
TTGGGTTTTTCTGAACCTGAGCCAAAAGATCAAAACCTTACAATTTT
AACCTGAGTCTGAGAAAGAAAAGAATAAATTATTCAAAACTTTCAGC
AACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATACGTAATGTGAATTGCAGAATTGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCTTTTGGTATTCCAAAAGGCATACCTGTTTGAGAGT
CATTCATTCTCAAAAACCTAGTTTTTGGTGTTGGTCCTCATCTTTCG
CAAGAAAGTGGACTGAAATGAAATGGCAAAGCCTCGATTATTTGTC
AAAAGTGTCTTAGGTTTTACCAACTACACTTGCGTAACGAATTTTCR
AATTCAAGCTTGGCCTTAAAACAGCCTTTTAAGTTTGACCTCAAATC
AGGCAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGRAAGGA

AAGAAA

98% 98.93% OM904991.
1
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O primeiro relato da levedura negra Hortaea werneckii se deu no final do

século XIX no Brasil, sendo chamada de Exophiala werneckii até 1984, por conta

das estruturas anelídicas de brotamento similares aos do gênero Exophiala

(SHARMIN et al., 2002). Observamos que não há variedade de espécies, apenas

indivíduos classificados como sendo Hortaea werneckii e Hortaea sp., segundo

dados da NCBI Taxonomy. Leveduras desse gênero são halofílicas, podendo

crescer em ambientes com concentrações de NaCl próximas a 30%, sendo usadas

como organismo modelo para o estudo de halotolerância (KOGEJ et al., 2005;

ZALAR et al., 2019). Assim, a presença desse gênero em amostras provenientes da

água do mar pode estar relacionado com a sua capacidade de tolerar ambientes

salinos. Ademais, essas leveduras são os agentes etiológicos de micoses, como

tinea nigra (ZALAR et al., 2019). Dentre os isolados identificados, destacam-se as

leveduras negras das espécies Exophiala dermatitidis e Exophiala spinifera, fungos

oportunistas associados predominantemente a infecções cutâneas,

cromoblastomicose e isolados em amostras respiratórias de pacientes com fibrose

cística (FC) (KIRCHHOFF et al., 2019; USUDA et al., 2021). Indivíduos desse

gênero possuem ampla distribuição global, estando em ambientes naturais e

antropogênicos. Além disso, algumas das espécies pertencentes ao gênero

possuem aplicação biotecnológica, como a E. pisciphila, que pode ser utilizada na

promoção do crescimento de milho (THITLA et al., 2022).

Ao observarmos as demais leveduras selecionadas, o isolado UncA,

identificado como Uncultured fungus, apresenta proximidade filogenética ao gênero

Aureobasidium, também classificado como levedura negra. As leveduras do gênero

Aureobasidium são consideradas poliextremotolerantes, sendo encontradas em

ambientes como desertos, parreiras, em alimentos, mel e em regiões frias, como a

Antártica (PINTO et al., 2018; VARRELLA et al., 2021; WANG et al., 2022). Além

disso, essas leveduras apresentam diversas características que as tornam

resistentes a condições de estresse, como a presença de melanina, capacidade de

formar biofilme, a habilidade de sintetizar e acumular glicerol e, também, a presença

de duplicações no DNA genômico, incluindo de genes responsáveis pela regulação

biológica e crescimento hifal (GOSTINčAR et al., 2019). Os fungos dimórficos do

gênero Aureobasidium possuem grande potencial biotecnológico, sintetizando

diversas enzimas, como lipases e proteases, com diferentes perfis enzimáticos e
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com a capacidade de metabolizar diferentes substratos (CHI et al., 2009). A partir da

produção de β-glucana, pululano (um exopolissacarídeo com diversos usos

industriais), melanina e diversas outras substâncias, essas leveduras ganharam

grande espaço na indústria (K.R.; V., 2017; MURAMATSU et al., 2017; WANG et al.,

2022).

O isolado UncG foi identificado como Uncultured Galactomyces e está

proximamente relacionado com Geotrichum candidum. O gênero Geotrichum é o

anamorfo do gênero Galactomyces que, por sua vez, é o teleomorfo (HOOG;

SMITH, 2011). As leveduras desses gêneros produzem uma variedade de enzimas,

como lipases, proteases e enzimas oxidativas que atuam na degradação de

lignocelulose, sendo utilizada na indústria de laticínios. Ademais, são consideradas

dimórficas, podendo ser encontradas em diversos ambientes e colonizando a pele

humana, o que pode causar infecções (LADEVÈZE et al., 2017). Outras leveduras

que também podem ser encontradas em queijos e são usadas na indústria de

laticínios (PRISTA et al., 2016) são da espécie Debaryomyces hansenii,

correspondente ao isolado DebS. Além de crescer em queijos, essa espécie também

se mostra capaz de apresentar crescimento em outras bebidas fermentadas e em

ambientes marinhos, pertencendo à classe Saccharomycetes (PRISTA et al., 2016;

LINK et al., 2022). Essas leveduras halotolerantes e diplóides possuem potencial

biotecnológico, principalmente, para a indústria alimentícia e agrícola, uma vez que

são leveduras antagonistas a patógenos de trigo, como Fusarium graminearum

(WACHOWSKA et al., 2023). Junto de microrganismos da espécie Debaryomyces

hansenii também são encontradas leveduras pertencentes à espécie Yamadazyma

triangularis, sendo capaz de utilizar aminoácidos do queijo, como a metionina, para a

produção de compostos voláteis de enxofre (ZHANG et al., 2021). Parte da família

Debaryomycetaceae, leveduras desse gênero podem ser encontradas em árvores,

água do mar, na atmosfera, em insetos e diversos tipos de amostras vegetais.

Descrito pela primeira vez em 1989, o gênero Yamadazyma abriga leveduras antes

classificadas como pertencentes ao gênero Pichia, além de novas espécie, como a

Yamadazyma barbierii, que foi isolada pelas primeiras vezes em um sítio

hidrotérmico na Dorsal Meso-Atlântica, em 2002, e na praia de Ipanema, no Rio de

Janeiro, em 2011 (BURGAUD et al., 2016).
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O isolado UncP, foi identificado como Uncultured fungus, próximo a

sequências de ITS de Pseudozyma sp.. Leveduras desse gênero são oleaginosas,

anamórficas e podem degradar diferentes substratos, como glicose e xilose

(MIERKE et al., 2023), além de produzirem biossurfactantes (SAJNA et al., 2015).

Uma das espécies, Pseudozyma aphidis, pode ser classificada como patógeno

oportunista, sendo coletada em regiões com águas de diferentes salinidades, como

manguezais (BORO et al., 2017). Por último, o isolado BlaM, pertence à espécie

Blastobotrys mokoenaii, caracterizada por sua termotolerância, crescendo em

temperaturas de até 46°C e produção de endo-beta-xilanase (DU PREEZ; GOEDE;

MYBURGH, 2009). Esse gênero compreende aproximadamente 30 espécies, que se

reproduzem majoritariamente por brotamento e podem ser dimórficas (SÁ et al.,

2022).

4.2. Identificação de estruturas morfológicas das leveduras isoladas

A partir da análise do microcultivo e de lâminas frescas das leveduras, foi

possível observarmos diversas estruturas reprodutivas. Através da observação,

identificamos o tipo de colônia e demais características morfológicas, como

estrutura das margens, coloração e tamanho médio das colônias. O isolado ExoD

visto na Figura 2a e 2b, pertence à espécie Exophiala dermatitidis, e, como descrito

anteriormente em Yong et al. (2015), possui conidióforos não ramificados, retos,

pouco diferenciados e caracteristicamente encontrados com clusters de conídios,

que são esporos, em suas extremidades. Essa espécie não apresenta

clamidósporos, além de ser possível identificar, através da microscopia, a presença

de hifas toruloides, que são hifas com estruturas arredondadas e septo demarcado.

As Figuras 2c e 2d mostram os isolados HorW e HorSP, identificados como

microrganismos do gênero Hortaea com morfologia descrita em Zalar et al. (2019).

Pode-se observar a formação de conídios com formato cilíndrico, descritos como

bicelulares e septados, formados por conidiogênese anelídica, além de hifas com

células longas e septadas. Observa-se pouca ramificação, além da formação de

clamidósporos, por vezes relacionada a respostas ao estresse (SUN et al., 2018).

As leveduras negras observadas apresentaram, no geral, coloração escura,

com colônias pretas, verde musgo escuro e marrom escuro (Figura 3). A textura
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variou entre colônias cremosas e consistentes, com estruturas miceliais. Observa-se,

ainda, uma variedade no tipo de elevação das colônias, uma vez que muitas tinham

colônias convexas, mas isolados como o UncF cresciam em colônias irregulares e

bem elevadas, distanciando-se do meio. Colônias com o micélio aéreo branco, como

mostrado na Figura 3a e 3b, foram visualizadas em diversos dos isolados.

Figura 2: Estruturas microscópicas das leveduras negras. Imagens obtidas em aumento de 40x.
a. ExoD- A seta indica a presença de hifas toruloides. b. ExoD- A seta indica conídios elipsoidais em
clusters na extremidade de hifas. c. HorW- A seta aponta para as hifas septadas. d. HorSP- A seta
indica os conídios bicelulares e cilíndricos com septo. Barra de escala nas figuras.

Figura 3: Morfologia das colônias das leveduras negras. Horw-Centro da colônia marrom,
elevado, textura mucóide, superfície aveludada branca e margem filamentosa. b. HorSP- Centro da
colônia amarelo mostarda, elevado e irregular, textura mucóide, superfície aveludada branca e
margem filamentosa. c. ExoD- Colônia preta, centro elevado e irregular, textura mucóide e margem
filamentosa.
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Dentre as leveduras negras, o isolado UncA diferencia-se morfologicamente

das demais. Assim como observado para microrganismos do gênero Aureobasidium

em Zalar et al. (2008) e Owczarek-Kościelniak et al. (2016), esse isolado mostrou

colônias rosa claro brilhosas e lisas, com margens irregulares e de aparência

filamentosa (Figura 4a). O diâmetro das colônias, ao ser medido no sétimo dia após

inoculação a 28°C, variou entre 17-19 mm. As colônias, após mais de uma semana

de incubação, começam a melanizar nas extremidades, próximo a margem, sendo

que essas, então, passam a ter um tom de amarelo queimado. Através da

microscopia, foi possível observar a presença de células leveduriformes elipsoidais,

com 3,6-6,0 μm de largura e 6,0-11,0 μm de comprimento, em brotamento e com

“cicatrizes de brotamento” (Figura 4b). Entretanto, contrário ao descrito na literatura,

apresentaram apenas hifas curtas, sem aparente septação ou ramificação. Não foi

possível observar conidióforos ou conidiogênese.

Figura 4: Morfologia de colônia e microscopia de lâmina fresca de UncA. a. Colônia rosa, textura
cremosa e margem de aparência filamentosa. b. Setas indicam células elipsoidais e células em

processo de brotamento. Escala de 10 μm.

A levedura UncG, que apresenta sequência próxima às sequências de ITS de

leveduras do gênero Geotrichum, possui colônias brancas e planas, com camada

inferior de textura cremosa, coberta pelo o que é descrito em Sulo et al. (2009) como

uma “pulverização” (Figura 5a). As colônias, ao serem incubadas por sete dias,

apresentam diâmetro de cerca de 31,7 mm. A partir da microscopia de luz de

lâminas frescas de UncG, visualizou-se estruturas já bem descritas na bibliografia,

como os artroconídios, que são conídios formados pela desarticulação de hifas,

existindo em resposta a condições de estresse (PERKINS et al., 2020). Esses
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artroconídios são unicelulares e apresentam formato cilíndrico, com comprimento de

5,7-7,8 μm e largura de 3,1-5,1 μm. Ademais, é possível observar a presença de

múltiplos núcleos, podendo chegar a quatro núcleos por artroconídio (Figura 5b).

Figura 5: Morfologia de colônia e microscopia de lâmina fresca de UncG. a. Colônia branca, de
aspecto pulverizado e plana. b. Setas indicam os artroconídios. Escala de 10 μm.

O diâmetro das colônias de DebS apresentou valor médio de 16,7 mm. As

colônias possuem coloração creme, sendo convexas e opacas, de textura cremosa e

membranosa (Figura 6a). A microscopia de luz dessa levedura mostra ascósporos,

com 2,0-2,9 μm de diâmetro em ascos, com apenas um ascósporo por asco, com

7,4-13,0 μm de diâmetro (Figura 6b). Essas características correspondem ao

descrito na literatura a respeito de leveduras do mesmo gênero (NGUYEN et al.,

2009; DLAUCHY et al., 2010; LOPANDIC et al., 2013)

Figura 6: Morfologia de colônia e microscopia de lâmina fresca de DebS. a. Colônia creme, lisa e

opaca. b. Seta mais abaixo indica o ascósporo e a seta superior indica o asco. Escala de 10 μm.
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O isolado UncP apresenta colônias de aparência rugosa, que ficam

alaranjadas conforme se aumenta a salinidade do meio. Com diâmetro médio de

19,9 mm, esse microrganismo, próximo filogeneticamente de sequências de

Pseudozyma sp., apresenta a morfologia das colônias similares a já descritas

anteriormente, como em Pseudozyma aphidis, descrito por Herb et al. (2015), e em

Pseudozyma pruni, descrito em Liou et al. (2009) (Figura 7a). Microscopicamente,

observou-se a presença de esporídios semelhantes a células leveduriformes, com

formato elipsoidal, apresentando pseudohifas e brotamentos polares. As células

possuem comprimento de 7,9-14,2 μm e largura de 2,1-2,9 μm (Figura 7b).

Figura 7: Morfologia de colônia e microscopia de microcultivo de UncP. a. Colônia rugosa, com
coloração alaranjada e margem irregular. b. Setas indicam esporídios elipsoidais. Escala de 10 μm.

Os isolados YamB e YamT pertencem ao mesmo gênero, Yamadazyma, mas

a espécies diferentes, Y. barberii e Y. triangularis. As colônias de YamB são brancas,

brilhosas e cremosas, com textura rugosa e margens irregulares, possuindo

diâmetro médio, ao sétimo dia pós inóculo, de 8,3 mm, estando de acordo com o

descrito em Burgaud et al. (2016). As colônias de YamT, por sua vez, são lisas,

brilhosas, com coloração creme e diâmetro médio de 6,0 mm no sétimo dia de

incubação. Ao observarmos as lâminas frescas de YamB através do microscópio de

luz, foi possível identificar células elipsoidais e alongadas, além da identificação de

células em brotamento e com cicatrizes de brotamento, com a formação, também,

de pseudohifas com brotamento lateral. As células de YamB mostraram-se com

formato globóide, normalmente agrupadas ou encadeadas, com células em

brotamento.
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Por fim, as colônias de BlaM são brancas, com micélio aéreo de textura

algodoada e margens mais opacas e lobadas, com elevação irregular e textura do

centro da colônia mais rugosa (Figura 8a), como já descrito na literatura para outras

leveduras do gênero Blastobotrys (SÁ et al., 2022). As colônias apresentam

diâmetro médio, após sete dias de incubação, de 19,9 mm. Ao observar as imagens

obtidas através do microcultivo de BlaM, identificaram-se uma série de estruturas

típicas do gênero, como a presença de hifas verdadeiras com cluster de

blastoconídios globulares nas extremidades, hifas moniliformes e células

leveduriformes esféricas, apresentando brotamento multilateral. Há, ainda, hifas com

brotamento lateral, sendo possível observar o processo de conidiogênese (Figura

8b). Ademais, observou-se a existência de pseudohifas com células alongadas

(KURTZMAN et al., 2007; KUMAR et al., 2014; SÁ et al., 2022).

Figura 8: Morfologia de colônia e microscopia de BlaM. a. Colônias brancas, com micélio aéreo
de textura algodoada e margens mais opacas. b. A seta mais abaixo indica uma hifa verdadeira com
cluster de blastoconídios globulares nas extremidades e a seta mais acima mostra uma hifa
moniliforme. Escala de 10 μm.

4.3. Metabolização de levodopa

A fim de verificar se as leveduras negras possuíam a capacidade de

metabolizar levodopa (L-DOPA), um dos precursores de melanina (KEJžAR et al.,

2013), foi feito o ensaio de melanização. Caso houvesse metabolização do

precursor, esperávamos visualizar alterações na morfologia das leveduras e na

coloração do meio de cultura, quando comparado às placas com ou sem o

precursor. A metabolização do L-DOPA poderia indicar a capacidade da levedura em

responder a fatores externos (TEIXEIRA et al., 2010). Entretanto, percebemos que
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ao fazermos a análise visual das leveduras negras, não houveram alterações

significativas na morfologia do microrganismo e tampouco na coloração do meio de

cultura (Figura 9). Esses resultados indicam que não houve metabolização do

precursor L-DOPA pelas leveduras testadas.

Figura 9: Placas do ensaio de melanização. Comparação entre a placa com leveduras negras
crescendo em meio mínimo suplementado com L-DOPA (a esquerda) e leveduras da placa de
controle, apenas com meio mínimo (a direita).

4.4. Metabolização de diferentes fontes de carbono

O Sistema Biolog EcoPlateTM da Biolog Inc. (Hayward, CA, Estados Unidos

da América) foi utilizado para avaliar a capacidade de metabolização de diversas

fontes de carbono pelas leveduras. Primeiramente, testamos os isolados DebS,

BlaM e HorSP. Os resultados mostram que dentre os isolados, o HorSP foi o capaz

de metabolizar mais fontes de carbono, seguido de BlaM. Interessantemente, o

isolado DebS não foi capaz de utilizar nenhum dos substratos testados. As 31 fontes

de carbono testadas se dividem em seis diferentes grupos: fontes “diversas”,
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polímeros, carboidratos, ácidos carboxílicos, aminoácidos e amina/amida. Os

polímeros, seguidos dos carboidratos, foram os grupos mais metabolizados pelos

isolados. Nos grupos de aminoácidos, ácidos carboxílicos e de substratos de

diferentes fontes, foi verificada a metabolização de ao menos um substrato. Dentre

todos os grupos, o grupo das aminas foi o único que não foi metabolizado. Dos

carboidratos, os substratos que foram metabolizados por duas das três leveduras

testadas, HorW e DebS, foram D-Celobiose, D-Xilose e i-Eritritol, enquanto, entre os

polímeros, foram piruvato de metilo, Tween 40 e Tween 80.

Na Figura 10, podemos verificar a metabolização, pelo HorSP, de 12 fontes

das 31 fontes de carbono (38,7%) do EcoPlate. Entre elas: seis carboidratos, três

polímeros, dois ácidos carboxílicos e um pertencente ao grupo de substratos de

fontes variáveis. As leveduras do gênero Hortaea são halofílicas, crescendo em altas

concentrações salinas (KEJžAR et al., 2013). Muitos são os mecanismos que

possibilitam a tolerância desses microrganismos a ambientes hipersalinos, como, por

exemplo, mecanismos de osmoadaptação. O glicerol é um osmólito já bem

conhecido e encontrado em alta concentração intracelular em microrganismos que

passam por situações de estresse, mas outros polióis podem atuar, também, na

osmoadaptação. Exemplos destes polióis são alguns dos substratos metabolizados

por HorSP, como D-manitol e i-eritritol (KOGEJ et al., 2007). Parte das fontes de

carbono metabolizadas por HorSP desempenham um papel crucial na síntese de

poliálcoois vinculados ao crescimento das leveduras em condições de baixa

atividade de água. Um exemplo notável é a D-Xilose, que, ao ser hidrogenada,

resulta na síntese de xilitol (VAN ECK et al., 1989). Ademais, segundo Van Eck et al.

(1989), os polióis são capazes de eliminar espécies reativas de oxigênio, além de

participarem do processo de homeostase do potencial redox dos microrganismos.

Os outros substratos utilizados por HorSP participam de uma série de processos

metabólicos de fungos, como definido em Zalar et al. (2019). Esses substratos,

quando em fungos, atuam na metabolização de sacarose e amido (glicogênio e

D-celobiose) na glicólise (β-metil-D-glucosídeo e D-manitol), na via da galactose

(α-D-lactose), na via catabólica da pentose (D-xilose), na síntese de compostos

aromáticos (ácido 4-hidroxibenzóico) e no metabolismo do piruvato (ácido

D-málico).
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O isolado BlaM foi capaz de utilizar 9 das 31 fontes de carbono (29,0%)

testadas. Dessas, quatro são carboidratos, duas são polímeros, duas são

aminoácidos e uma das fontes pertence ao grupo de fontes de carbono variadas. A

espécie Blastobotrys mokoenaii é considerada uma levedura oleaginosa (LOPANDIC

et al., 2013), com potencial biotecnológico de produção de biodiesel. Leveduras

oleaginosas possuem a habilidade de converter diversos substratos em lipídios e,

entre eles, destaca-se a conversão de D-celobiose, D-xilose, que são metabolizadas

pelo BlaM, e o amido (TANIMURA et al., 2016). A D-celobiose, além de atuar na

síntese dos lipídios, participa da via de metabolismo do amido e da sacarose,

enquanto outro dos substratos metabolizados, o N-acetil-D-glucosamina age na via

da galactose. O Tween 80, também utilizado como substratos pelo isolado, é capaz

de produzir, através de sua hidrólise, ácido oleico que, por sua vez, é convertido em

triacilgliceróis, usados na biossíntese de lipídios (TANG et al., 2009). Segundo Tang

et al. (2009), o Tween 80 participa da síntese não só de lipídios, mas de

carotenóides e, também, do aumento de biomassa dos microrganismos. A levedura

DebS não metaboliza nenhuma das 31 fontes de carbono testadas. Contrário ao

descrito em Nobre, Lucas e Leão (1999), os substratos D-xilose, D-celobiose e

D-manitol não foram metabolizados.

A existência de um perfil metabólico variado é considerado uma vantagem

adaptativa. Isso porque possibilita o aumento do nicho ecológico em que as

leveduras sobrevivem, o que permite com que ocorra o uso das fontes de carbono

disponíveis no ambiente (GOUKA et al. 2022). Assim, a maior capacidade de

metabolização de fontes de carbono pelo isolado HorSP pode ter relação direta com

a sua habilidade de resposta a condições de estresse, uma vez que os substratos

participam de diversas vias de biossíntese de compostos que são utilizados na

manutenção da homeostase celular (KOGEJ et al., 2007). Ainda, o uso de

substratos como β-metil-D-glucosídeo e D-manitol, que participam da glicólise, pode

estar relacionada à síntese de glicerol, um importante osmólito que é acumulado em

situações de estresse (BABAZADEH et al., 2017).
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Figura 10: Perfil metabólico de três leveduras isoladas no ASPSP. Mapa de calor mostrando as
fontes de carbono metabolizadas pelos isolados DebS, BlaM e HorSP. Cada linha representa uma
fonte de carbono e cada coluna representa um isolado (azul: baixa abundância, vermelho: alta
abundância).

4.5. Formação biofilme e sobrevivência em diferentes concentrações salinas

Para avaliar outros mecanismos de adaptação às condições de estresse

presentes em ambientes extremófilos, foram feitos ensaios de formação de biofilme

com as leveduras negras e as demais leveduras, além de ensaios de crescimento
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em diferentes concentrações salinas. O primeiro ensaio, de formação de biofilme

com as leveduras negras, apresentou que todas as cinco leveduras testadas

mostraram capacidade de desenvolver biofilme (Figura 11). O biofilme já foi descrito

anteriormente sendo formado por leveduras negras, normalmente associados à

leveduras patogênicas (KIRCHHOFF et al., 2017). Dentre as leveduras negras

testadas, a que mostrou maior formação de biofilme foi o isolado ExoD.

Microrganismos da espécie Exophiala dermatitidis possuem capacidade de colonizar

a pele e o trato respiratório de pacientes com fibrose cística, tendo alta capacidade

de virulência que é, em parte, ligado ao fato dessa levedura ser dimórfica. O

dimorfismo também está relacionado ao fato de que essa levedura possui

capacidade de formar biofilme, que não só protegem os microrganismos das

condições de estresse abiótico, mas também contra tratamentos antifúngicos e as

defesas do sistema imune (KIRCHHOFF et al., 2017). Dessa forma, a formação de

biofilme por esses microrganismos está relacionada a processos de infecção e

possivelmente eleva a resistência desses microrganismos a tratamentos

antifúngicos. Esses resultados indicam que as leveduras negras testadas possuem a

formação de biofilme como um mecanismo de resposta a circunstâncias

encontradas em ambientes extremos.

Figura 11: Formação de biofilme por leveduras negras. Ensaio feito após 24h de cultivo a 28°C

em SAB e água do mar.
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Dentre as demais leveduras testadas (Figura 12), apenas o isolado YamT

não mostrou formação de biofilme em nenhuma das concentrações de NaCl. Todas

as outras leveduras testadas apresentaram a habilidade de formação de biofilme em

ao menos uma das porcentagens do sal. A análise dos resultados mostrou que o

UncA só não foi capaz de formar biofilme em 12% de NaCl. Microrganismos do

gênero Aureobasidium, filogeneticamente próximos de UncA, já foram isolados em

ambientes hipersalinos, além de terem sido documentados como leveduras

produtoras de biofilme (GOSTINčAR et al., 2008; KLEIN et al., 2018; WANG et al.,

2022). Assim, a combinação desses fatores, juntamente com a característica de que

leveduras desse gênero são consideradas poliextremófilas, podem explicar a

formação de biofilme pelo isolado em diversas concentrações de NaCl. Esse

resultado vai de acordo com as características já indicadas anteriormente sobre

esse microrganismos e acaba somando ao fato de que leveduras do mesmo gênero

são apenas halotolerantes, o que pode estar relacionado à ausência de formação

de biofilme a 12% de NaCl (KOGEJ et al., 2005). O isolado YamB mostrou formar

biofilme em todas as concentrações de NaCl. Na literatura, microrganismos

pertencentes a essa espécie são descritos como halotolerantes (BURGAUD et al.,

2016), mas, diferentemente do UncA, ocorre o desenvolvimento de biofilme em

todas as salinidades. Entretanto, não há descrição na literatura sobre a sua

habilidade em formar biofilme e nem indicações de como a salinidade afeta o seu

crescimento. Assim como não há informações que indiquem o porquê do isolado

YamT, do mesmo gênero, não mostrar capacidade na formação de biofilme.

Leveduras do gênero Geotrichum, próximas filogeneticamente do isolado UncG, que

formam biofilme em concentrações salinas de 2,5% e 4%, já foram identificadas em

microbiomas de biofilme (INABA et al., 2020). O isolado UncP mostrou formar

biofilme apenas em 4% de salinidade. Microrganismos de sequências próximas à do

isolado, do gênero Pseudozyma, têm a capacidade de produzir uma série de

exopolissacarídeos, como polímeros de glicose, galactose e manose, que podem

estar relacionados à formação de biofilme (SAJNA et al., 2013). No entanto, não há

referência direta na literatura que indique a capacidade de leveduras desse gênero

em se estruturarem em biofilme. Ao analisarmos os resultados, notamos que o

isolado DebS é capaz de formar biofilme em concentrações de 4% e 8% de

salinidade. Microrganismos do gênero Debaryomyces, como o isolado DebS, já

foram identificados como formadores de biofilme em superfícies bióticas, como em
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grãos de trigo (WACHOWSKA et al., 2023). A concentração de NaCl no meio,

quando associada a microrganismos halotolerantes ou halofílicos, pode atuar no

aumento de formação de biofilme. Segundo Lee et al. (2014), quando em

concentrações mais elevadas de NaCl, Staphylococcus aureus promove o aumento

na formação de biofilme, estando relacionado à superexpressão de genes, como

icaA, ligados a esse processo. Por fim, o isolado BlaM demonstrou formar biofilme

quando em 8% de NaCl. Como já descrito anteriormente, esse microrganismo é

dimórfico e, além disso, é halotolerante (THOMAS et al., 2019). Ambas as

características podem estar relacionadas à formação de biofilme por esse

microrganismo nessa condição.

Figura 12: Formação de biofilme a 28°C sob variação de salinidade- Ensaio feito em quatro

diferentes salinidades. Para evitar falsos positivos por conta de ruídos, foi estabelecido o limite de

detecção de OD570 nm 0,05 (GOUKA et al. 2022).

Os resultados mostram que, exceto a levedura UncG, todos os demais

microrganismos crescem em todas as diferentes concentrações de NaCl (Figura 13).

O isolado UncA é proveniente de alga vermelha e, como esperado, tanto por seu

local de isolamento, quanto pelas características já mencionadas anteriormente,

cresce em todas as salinidades (Figura 13a). Esse microrganismo, por ser

halotolerante, cresce melhor em ambientes sem NaCl, e a diminuição na taxa de
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crescimento vem acompanhado do acréscimo do sal (KOGEJ et al., 2005). O

isolado UncG não cresceu, o que , consequentemente, pode estar relacionado com

a não formação de biofilme quando em salinidades superiores a 4% (Figura 13b). De

acordo com Guo et al. (2019), fungos do gênero Geotrichum, próximos ao isolado,

crescem em salinidades de até 5%, o que se assemelha ao resultado obtido no

experimento. Na figura 13c, observa-se que o DebS cresce de forma similar em

todas as salinidades; porém, com decréscimo na taxa de crescimento conforme há o

aumento na salinidade, o que era esperado, conforme informações já discutidas

anteriormente a respeito da halotolerância de leveduras da mesma espécie. O

isolado UncP mostrou crescimento em todas as salinidades testadas (Figura 13d). O

resultado vai de encontro ao fato de que leveduras do gênero Pseudozyma são

consideradas halotolerantes. A Figuras 13e e 13f mostram que os isolados YamB e

YamT, respectivamente, crescem em todas as salinidades. Leveduras desse gênero

já foram descritas como halotolerantes (BURGAUD et al., 2016). Entretanto, na

Figura 13e, aparenta maior crescimento das leveduras em concentrações mais altas

de sal, fato esse que difere do apresentado na literatura, uma vez que a espécie não

é caracterizada como halotolerante. Os resultados mostrados na Figura 13g indicam

que o isolado BlaM cresce em todas as salinidades; no entanto, há decréscimo do

crescimento quando há aumento da salinidade, correspondendo a características de

microrganismos halotolerantes.
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Figura 13: Crescimento dos isolados em diferentes concentrações de NaCl. Cada cor representa
uma salinidade e todos os ensaios foram feitos sob as mesmas condições de temperatura. As leituras

de OD foram feitas em 24, 48 e 168 horas.
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5. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS FUTURAS

De acordo com Parrilli, Tutino e Marino (2022), ambientes extremos,

caracterizados por temperaturas muito baixas ou elevadas, alta incidência de UV e

concentrações elevadas de sal, podem resultar em danos estruturais e desnaturação

de biomoléculas. Neste contexto, a maioria dos microrganismos tende a formar

biofilme ou desenvolver características adaptativas específicas. Em ambientes

salinos, a predominância de microrganismos em biofilme está conectada a uma

resposta ao estresse causado pela salinidade (HÄUSLER et al., 2014). Observou-se,

assim, que a maioria das leveduras utilizadas nesse estudo possuem a habilidade

de sobrevivência em ambientes controlados com diferentes salinidades e

capacidade de formação de biofilme. Além disso, algumas das leveduras testadas

pertencem a espécies que possuem alguma forma de tolerância a fatores

estressantes, como Hortaea werneckii. Compreende-se, portanto, que a

identificação e caracterização da formação dessas estruturas são cruciais para

entender a sobrevivência das espécies no ASPSP, elucidando os mecanismos

empregados para aumentar a resistência dos microrganismos ao estresse

ambiental.

Como perspectiva futura, o sequenciamento do genoma das leveduras será

conduzido para avaliar os agrupamentos gênicos relacionados à produção de

metabólitos secundários. Ferramentas de bioinformática serão empregadas para

analisar e justificar a capacidade de sobrevivência dessas leveduras em ambientes

extremos, relacionando suas características genéticas com diferentes rotas

metabólicas e mecanismos de adaptação. Ainda como perspectiva, propõe-se

continuar os testes de resposta a condições de estresse, verificando a formação de

biofilme não apenas em diferentes salinidades, mas também em diferentes

temperaturas. Ensaios de termotolerância e análise da área das colônias em

diferentes salinidades poderão ser realizados, ampliando a compreensão das

adaptações dessas leveduras a ambientes extremos. Ademais, serão conduzidos

testes de metabolização das diferentes fontes de carbono pelas demais leveduras

testadas.
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