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RESUMO

Leveduras extremofilas podem suportar condigdes fisico-quimicas extremas, em diferentes
tipos de ambientes, sendo considerados modelos para estudos em astrobiologia. A presenca de
pigmentos costuma ser um importante mecanismo de prote¢do contra a radiacdo, porém,
sabe-se que existem excegdes para este mecanismo de defesa. Microrganismos que sio
tolerantes a radiacdo sem possuir pigmentacdo sdo menos estudados, o que chama a atengao
para os isolados do Deserto do Atacama, coletados a partir de diferentes locais e altitudes
deste ambiente com diferentes fatores ambientais extremos, em janeiro de 2012. A partir
destas amostras, foram isoladas cepas de leveduras ndo-pigmentadas. Os referidos isolados
consistem de leveduras que, mesmo ndo possuindo pigmento, resistem a condigdes extremas
de radiag@o solar. O objetivo deste trabalho ¢ compreender o perfil de resisténcia a salinidade
e investigar se existe uma possivel influéncia desta caracteristica na resisténcia a radiacao
UVC destas leveduras extremofilas nao-pigmentadas isoladas do Deserto do Atacama,
ampliando assim o conhecimento acerca destes organismos que possuem potencial para
futuros estudos em astrobiologia. Dois isolados da pesquisa apresentaram resisténcia a
elevadas concentragdes salinas. O estudo sugere ainda uma possivel interacdo entre a
resisténcia a salinidade e UVC nestes dois isolados, indicando a necessidade de novas
pesquisas sobre o tema.

Palavras-chave: leveduras extremofilas; astrobiologia; salinidade; radiagdo ultravioleta.



ABSTRACT

Extremophilic yeasts can withstand extreme physicochemical conditions, in different types of
environments, being considered models for studies in astrobiology. The presence of pigments
is usually an important protection mechanism against radiation, however, it is known that
there are exceptions to this defense mechanism. Microorganisms that are tolerant to radiation
without having pigmentation are less studied, which draws attention to isolates from the
Atacama Desert, collected from different locations and altitudes of this environment with
different extreme environmental factors, in January 2012. From these samples, non-pigmented
yeast strains were isolated. These isolates consist of yeasts that, even without pigment, resist
to extreme conditions of solar radiation. The objective of this work is to understand the
salinity resistance profile and investigate whether there is a possible influence of this
characteristic on the resistance to UVC radiation of these unpigmented extremophile yeasts
isolated from the Atacama Desert, thus expanding the knowledge about these organisms that
have potential for future studies in astrobiology. Two isolates from this research showed
resistance to high saline concentrations. The study also suggests a possible interaction
between salinity resistance and UVC in these two isolates, indicating the need for further
research of the subject.

Keywords: Extremophile yeasts, Astrobiology, Salinity, Ultraviolet radiation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Linha do tempo com as etapas da pesquisa...........c.ovveeviiiiirienieeineenneannnnn. 17
Figura 2 — Crescimento dos isolados N. friedmannii, H. wattica, ATA13A e ATA13B, apos
24h e 48h de cultivo sob diferentes concentragdes salinas..............c.cooevuviiiinnieeiinnnnnn. 21
Figura 3 — Crescimento dos isolados N. friedmannii, H. tattica, ATA13A e ATA13B, apos 48h
de cultivo sob diferentes concentragdes salinas..............oo.viviiiiiiiiiiiiin i, 23

Figura 4 — Sobrevivéncia dos isolados expostos por 30 segundos a radiagdo UVC e 1% de



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Latitude, longitude e altitude dos locais de coleta de cada um dos isolados.........18



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ASTROLAB Laboratoério de Astrobiologia do Instituto de Quimica da Universidade de Sao
Paulo

KCl Cloreto de potassio

LEMEX Laboratorio de Ecologia Molecular e Extremofilos

NaCl Cloreto de s6dio

UFC Unidade Formadora de Colonia

UFSC Universidade Federal de Santa Catarina

UVC Radiagao Ultravioleta C



1.1

1.1.1

1.1.2

2.1

2.2

2.2.1

2.2.2

SUMARIO

INTRODUGCAO. ... 13
HIPOTESE. ..., 16
ODbjetivo Geral. ... e 16
Objetivos ESpecificos............ooiiiiiiiii e 16
MATERIAIS E METODOS ...ttt 17
DA OBTENCAO E DO CULTIVO DAS LEVEDURAS..........ccooovieiiinn.... 17
DOS EXPERIMENTOS ... ..coomiiiiii it 18
Ensaio de Salinidade............... ... i 18
Ensaio de Radiacao UVC..............oiiiiiiiii i 19
RESULTADOS E DISCUSSAO...........coiiiiiiiiiiiiie e, 20
SALINIDADE . ... oottt 20
RADIACAO. ..., 24
CONCLUSAO . ... .ot e 28

REFERENCIAS . ..o, 29



13

1 INTRODUCAO

A humanidade sempre se interessou pelo desconhecido e por desbravar o espago € os
diferentes corpos celestes existentes além do Planeta Terra. A Astrobiologia, ciéncia que
estuda a origem, evolucdo, distribui¢do e futuro da vida no universo (Blumberg, 2003), ¢ um
campo de pesquisa recente e estd em constante desenvolvimento, sendo movido por pessoas
motivadas a entender a existéncia da vida, sua origem, como se desenvolveu e evoluiu, seja na
Terra ou em outros locais do Universo, e o que podemos esperar do futuro. Como definido por
Cottin et al. (2017), o campo cientifico da astrobiologia ¢ interdisciplinar e ndo estd voltado
apenas para a busca de vida fora do ambiente terrestre, e requer pesquisadores das mais
diversas areas para o seu estudo em diferentes aspectos, abrangendo os campos da biologia,
quimica, fisica, geologia, entre outros, buscando-se assim compreender a evolugdo da vida
também aqui na Terra.

A possibilidade do surgimento da vida em outros lugares do Universo ¢ afetada por
fatores que também podem ser observados em nosso planeta. Temperatura, pH, salinidade,
pressdo, radiacdo, metais pesados e aridez sdo alguns dos fatores ambientais limitantes para a
vida na Terra (Cottin et al., 2017). Tratando-se de outros planetas, ainda em nosso Sistema
Solar, podemos citar o nosso vizinho Marte, um ambiente até entdo considerado indspito
porém um forte candidato para a presenc¢a de vida, ainda que extinta, e portanto regularmente
estudados por pesquisadores da Astrobiologia. Atualmente, Marte apresenta condigdes
ambientais extremas, como grande flutua¢do de temperatura, altas concentracdes de CO, na
atmosfera, e altas concentracdes de sais e radiagdo ultravioleta (UVC) (Berry et al., 2010).
Individuos capazes de sobreviver nesses locais precisam tolerar essas condi¢des desafiadoras.

MacElroy (1974) utilizou o termo "extremofilo" pela primeira vez em 1974 ao
descrever a tolerancia de determinados microrganismos que prosperam em condigdes
ambientais extremas. Na defini¢do de Gupta et al. (2014), microrganismos extremofilos sdo
aqueles que prosperam em condigdes tao extremas que, para a maior parte dos outros seres
vivos, estas seriam prejudiciais. Gupta et al. (2014) ainda explica que, muitas vezes, tais
microrganismos até mesmo necessitam e exigem ambientes com estas condigdes extremas

para prosperarem.
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A maioria dos organismos extremofilos pertencem aos Dominios Bacteria e Archaea,
porém alguns eucariotos extremofilos também ja foram descritos, dentre eles os fungos
(Seckbach & Oren, 2007; Turk et al., 2011). Conforme define Gongalves et al. (2015), os
fungos sdo microrganismos altamente adaptados e diversas espécies sdo capazes de sobreviver
em ambientes hostis, o que inclui temperaturas extremas, a dessecagdo prolongada e também
a alta irradiacdo solar, sendo capazes de alterar sua fisiologia e morfologia através da
produgdo de macro e micromoléculas, o que também os torna bons candidatos para o estudo
da vida em ambientes extremos e, consequentemente, fora do planeta Terra.

Da mesma forma, os microrganismos haldfilos também podem ser considerados
promissores no estudo do potencial de encontrar vida em Marte, ja que os haldfilos terrestres
podem ser considerados analogos aos que o ambiente de Marte pode um dia ja ter apresentado
(Bryanskaya et al., 2019). Halofilos sdo microrganismos que habitam ambientes hipersalinos,
suportam essa condi¢do extrema e podem ser classificados de acordo com sua necessidade de
sal e padrao de crescimento (Irshad et al., 2014). A sobrevivéncia de microrganismos em
condi¢des hipersalinas requer adaptacdes celulares e enzimdticas especializadas para
preservar o equilibrio osmoético com o meio ambiente (Edbeib et al., 2016). Segundo Cottin et
al. (2017), existem muitos ambientes no planeta Terra que costumam combinar varias
caracteristicas extremas, o que define os organismos que habitam esses locais como
"poliextremofilos".

Alguns ambientes terrestres sdo analogos a ambientes extraterrestres — ou seja,
apresentam similaridades quanto a suas caracteristicas geologicas e/ou fisico-quimicas. O
Deserto do Atacama ¢ um destes, possuindo caracteristicas similares ao ambiente encontrado
em Marte (Navarro-Gonzalez, 2003). O local também apresenta condigdes extremas, com
baixa disponibilidade de 4gua, alta incidéncia de radiagdo ultravioleta UV e grande variagao
de temperatura didria (Pulschen et. al, 2015).

Segundo Bull et al. (2016), o que torna o Deserto do Atacama t3o Unico ¢ a sua
incrivel diversidade de nichos ecologicos, sua geologia e geoquimica, sua elevagao e
topografia e a intensidade da radiacdo. Na presente pesquisa, o objeto de estudo sdo leveduras
ndo-pigmentadas isoladas do Deserto do Atacama. Sendo a pigmentacdo um reconhecido

mecanismo de protecdo celular contra a radiagcdo UV, como demonstra Jacobs et al. (2004),
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chama aten¢do nestes isolados o fato destes ndo possuirem pigmentagdo, o que despertou
interesse pelo estudo.

A resisténcia desses microrganismos em viver em condigdes extremas os torna
candidatos interessantes para estudos no campo da astrobiologia, possibilitando que sejam
organismos-modelo para sobreviver em ambientes extraterrestres hostis (Pulschen et al.,
2015). Diante do exposto, € possivel indagar-se sobre a existéncia de uma potencial halofilia
nas leveduras radioresistentes nao-pigmentadas isoladas do Deserto do Atacama. Com esta
pesquisa, busca-se compreender o perfil de salinidade dessas leveduras extremofilas e assim
entender qual o perfil 6timo de salinidade, além de averiguar uma possivel influéncia da
salinidade sobre a resisténcia a radiagdo UVC nestas leveduras, objetivando-se compreender
melhor sua fisiologia como microrganismos extremos e sua estratégia de sobrevivéncia.

A presente pesquisa justifica-se portanto por ainda ndo haver relatos sobre o perfil de
salinidade destas leveduras, tampouco a influéncia que esta caracteristica pode ter na
resisténcia a radiacdo encontrada nestes microrganismos, como aborda a recente pesquisa
elaborada por Cardoso (2022, em fase de elaboracdo) .

Sendo assim, o objetivo deste projeto ¢ questionar-se a respeito destes parametros e
realizar os experimentos e analises necessarios para esta caracterizacao, possibilitando assim
uma maior compreensdo acerca das caracteristicas desses intrigantes microrganismos e desta
forma contribuir com a comunidade cientifica viabilizando que os resultados sejam

posteriormente utilizados em futuras pesquisas no fascinante campo da astrobiologia.
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1.1  HIPOTESE

As leveduras radioresistentes nao-pigmentadas isoladas do Deserto do Atacama
apresentam resisténcia também para variacdes de salinidade, sendo portanto organismos com

potencial para estudos em astrobiologia.

1.1.1 Objetivo Geral

Compreender o perfil de salinidade e resisténcia a radiacido UVC em leveduras

extremofilas ndo-pigmentadas isoladas do Deserto do Atacama.

1.1.2  Objetivos Especificos

O estudo visou responder especificamente as seguintes perguntas:

a) Qual a salinidade otima para o crescimento de cada uma das leveduras
isoladas?

b) Existe alguma interacdo entre as diferentes salinidades e a resisténcia a
radiagao UVC nas leveduras isoladas?

c) Alguma das leveduras isoladas apresenta resisténcia a salinidade e radiagdo

UVC com potencial para aplicagdo em estudos de astrobiologia?
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2 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo, inicialmente, foi de pesquisa exploratoria, com levantamento
bibliografico. Posteriormente, foi realizada a pesquisa experimental ¢ a analise dos resultados
obtidos, partindo-se dos objetivos e premissas levantadas, buscando-se assim a constatacao da

hipdtese, como forma de estudo e ampliagdo de dados sobre o tema.

ETAPAS DO EXPERIMENTO

V

Revisao Experimentos de Experimentos de Analise dos Redacao do

Bibliografica Salinidade Radiacao dados coletados Trabalho

Figura 1: Linha do tempo com as etapas da pesquisa.

2.1 DA OBTENCAO E DO CULTIVO DAS LEVEDURAS

Os isolados de leveduras Naganishia friedmannii e Holtermaniella wattica utilizadas
nesta pesquisa foram coletadas em janeiro de 2012, em pontos diversos do Deserto do
Atacama, conforme a Tabela 1, por Pulschen et al. (2015), e cedidas pelo professor Fabio
Rodrigues e pela pesquisadora Ana Carolina de Carvalho, do ASTROLAB (Laboratério de
Astrobiologia, pertencente ao Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo - IQ/USP).

Atualmente, os isolados estdo mantidos em freezers com temperatura de -20°C no
Laboratério de Ecologia Molecular e Extremofilos (LEMEX) da Universidade Federal de
Santa Catarina - UFSC.

Para este estudo, serdo realizados experimentos estruturados em laboratorio,
iniciando-se com a preparacdo de meio de cultura. O cultivo das leveduras se dard em meio
YM (Peptona 5 g.L"' , Extrato de Levedura 3 g.L"' , Extrato de Malte 3 g.L"' , Glicose 10

g.L", 4gua destilada 1 L), em temperatura de 20 °C.
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Isolado Latitude (°) Longitude (°) Altitude
ATA13A -22,716945 -67,923690 5047
ATA13B
N. friedmanni ~ -22,706917 -67.996050 3981
H. wattica

Tabela 1: Latitude, longitude e altitude dos locais de coleta de cada um dos isolados.

2.2 DOS EXPERIMENTOS

Durante o desenvolvimento desta pesquisa, foram realizados experimentos de
crescimento sob diferentes concentragdes salinas e de sobrevivéncia apds exposi¢do a
radiagdo UVC, para que posteriormente fosse possivel a analise dos dados obtidos. Os
experimentos foram realizados nos Laboratérios do Departamento de Microbiologia,

Imunologia e Parasitologia da UFSC.

2.2.1 Ensaio de Salinidade

Para este experimento, as leveduras foram cultivadas em meio de cultura liquido
YM, sob agitagdo constante de 150 rpm e temperatura de 20 °C até atingirem a OD595 de
0,8~1,0. Entdo, 30 puL. foram repicados em 3 mL de meio liquido, configurando este o cultivo
inicial (OD = 0) para os ensaios de salinidade. As amostras foram cultivadas, em triplicata,
em meio YM liquido sob concentragdes crescentes de cloreto de sddio, especificamente, 1%,
2%, 3%, 4% e 5% de NaCl, durante 48 horas. Os isolados cultivados em meio liquido YM
sem acréscimo de cloreto de sodio foram considerados o controle experimental.

Apbs 24 e 48 horas de cultivo em temperatura de 20 °C sob agitacdo constante,

aliquotas de 250 pL foram retiradas de cada tubo de ensaio para registro da OD595, o que
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permitiu o célculo do crescimento de cada uma das leveduras testadas em comparacdo aos

seus respectivos controles.

2.2.2 Ensaio de Radiaciao UVC

Conforme o protocolo realizado por Pulschen et al. (2015), as leveduras foram
cultivadas em meio liquido YM sob agitacdo constante e em temperatura de 20°C, até
atingirem a OD3595 de 0,8~1,0. Foram entdo feitas dilui¢des seriadas, de 10" a 10, e entdo
amostras de 10 pL cada foram transferidas para placas de dgar YM, em triplicatas, as quais
foram expostas a radiagdo UVC em temperatura ambiente, por 30 segundos.

A lampada utilizada para obter radiagdo UVC foi do tipo Philips TUV-20W (253.7
nm), posicionada em uma distdncia de 22 centimetros das placas. Como controle, foram
utilizadas placas de cultura ndo expostas a radiagdo UVC para cada um dos isolados, e
culturas da levedura radioresistente N. friedmannii foram utilizadas como controle positivo.

Sabe-se que a condi¢do ideal para a realizagdo deste experimento ¢ utilizar o
equipamento radiometro, a fim de se calcular com maior precisdo as dosagens exatas de
exposicao dos microrganismos a radiagdo. Como o laboratorio da universidade utilizado para
esta pesquisa ndo contava com este dispositivo, foram utilizadas culturas da levedura
radioresistente N. friedmannii como controle positivo do experimento, levando-se em
consideracdo as dosagens aplicadas no estudo feito por Pulschen et al. (2015), que foi capaz
de estabelecer que a N. friedmannii ¢ uma levedura resistente a radiacdo UVC.

A forma de avaliar a resisténcia das leveduras nas placas de agar foi através do
método de contagem de UFC (unidades formadoras de coldnia), realizado apds 48h da

exposicao a radiagdo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo possibilitou que fossem colhidos uma série de resultados acerca das
condi¢des extremas de salinidade e radiacdo suportadas pelos microrganismos utilizados na
pesquisa.

Ja existem trabalhos pesquisando a resisténcia a radiacao destes isolados, porém para
0 nosso conhecimento ndo existe até o momento relatos na literatura mencionando a provavel
resisténcia a salinidade, nem relacionando as duas. Este trabalho traz, portanto, informagdes

novas ainda nao pesquisadas.

3.1 SALINIDADE

O Deserto do Atacama representa um ambiente com condigdes uUnicas de
biodiversidade hal6fila e € considerado um anélogo terrestre de Marte, servindo de laboratorio
natural para entender como a vida evoluiu em ambientes extremos (Gajardo et. al., 2019).
Osterloo et al. (2008) demonstrou que depositos de sal foram encontrados na superficie de
Marte, entdo microrganismos capazes de sobreviver em ambientes salinos, apresentando
halotolerancia, sdo importantes candidatos para a pesquisa astrobioldgica.

John et. al. (2019) afirma que a vida em ambientes salinos requer estratégias especiais
de adaptacdo, tanto no nivel fisiologico quanto em nivel molecular. Estudar a tolerancia dos
microrganismos a condi¢cdes de salinidade traz resultados interessantes porém traz também
novos questionamentos sobre os mecanismos de defesa e de reparacdo responsaveis pela
habilidade de sobreviver a esta condi¢ao estressante.

No presente estudo, foram realizados experimentos de crescimento em salinidade com
as leveduras N. friedmannii, H. wattica, e os isolados ATA13A e ATA13B. Todas as leveduras
testadas cresceram quando cultivadas em meio controle (média de OD entre 1.1-1.2 apds
48h). E possivel notar que houve um padrio entre os resultados de 24h e 48h nos isolados
analisados. Pode-se observar que a levedura isolada N. friedmannii apresentou a OD de 0.094,
0.038, 0.038, 0.013 e 0.036 para a salinidade de 1%, 2%, 3%, 4% e 5%, respectivamente,
ap6s 24h de tratamento, e a OD de 0.666, 0.299, 0.151, 0.052 e 0.034, apos 48h, para as
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salinidades de 1%, 2%, 3%, 4% e 5%, respectivamente. No tratamento controle, o
crescimento apresentado por N. friedmannii foi de OD 0.252 em 24h e 1.125 em 48h.

Ja a levedura H. wattica apresentou OD de 0.536, 0.094, 0.047, 0.027, 0.038, ap6s 24h
de tratamento, e OD de 1.097, 0.109, 0.066, 0.018 e 0.044, apds 48h, para as salinidades de
1%, 2%, 3%, 4% e 5%, respectivamente. No tratamento controle, o crescimento apresentado
por H. wattica foi de OD 0.718 em 24h e 1.155 em 48h.

O isolado ATA13A resistiu melhor a salinidade comparado aos isolados anteriores.
Este isolado apresentou os resultados de OD de 0.78, 0.561, 0.411, 0.196 e 0.147 para as
concentragoes de 1%, 2%, 3%, 4% e 5%, respectivamente, apds 24h de tratamento, e OD de
1.102, 0.898, 0.815, 0.755 e 0.61 para as salinidades de 1%, 2%, 3%, 4% e 5%,
respectivamente, apos 48h. No tratamento controle, o resultado apresentado pelo isolado
ATA13A foi de OD 0.885 em 24h e 1.19 em 48h.

Por fim, o isolado ATA13B apresentou os resultados de OD de 0.713, 0.541, 0.317,
0.156 e 0.105 para as concentragdes de 1%, 2%, 3%, 4% e 5%, respectivamente, apos 24h de
tratamento, e apresentou a OD de 1.066, 0.94, 0.862, 0.667 ¢ 0.566 para as salinidades de 1%,
2%, 3%, 4% e 5%, respectivamente, apdés 48h. No tratamento controle, o resultado

apresentado pelo isolado ATA13B foi de OD 0.755 em 24h e 1.126 em 48h.
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Figura 2: Crescimento dos isolados N. fiiedmannii, H. wattica, ATA13A e ATA13B, apos 24h e 48h de cultivo

sob diferentes concentragdes salinas.
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Podemos observar neste primeiro momento que os isolados apresentaram diferentes
niveis de resisténcia a salinidade e isso ficou demonstrado no crescimento em 24h e 48h. O
isolado de H. wattica apresentou OD de 1.097 em concentracdo de 1% de NaCl em 48h, mas
ao aumentar a concentra¢do de salinidade sua OD bruscamente diminuiu, com uma redu¢ao
na taxa de sobrevivéncia bastante consideravel, enquanto os isolados ATA13A e ATA13B
apresentaram um valor mais constante durante todo o tratamento.

Em média, pode-se observar que a levedura isolada ATA13B apresentou a maior
resisténcia a praticamente todos os tratamentos (OD 0.97, 0.80, 0.75 e 0.54, ja descontando
0,08 de branco, para salinidade 2%, 3%, 4% e 5%, respectivamente), com exce¢do da
salinidade 1%, em que apresentou a segunda maior resisténcia no grupo testado, com OD de
0.98, o que a configura como halotolerante (BUZZINI et. al, 2018).

O isolado ATA13A também apresentou 6timos resultados médios como halotolerante,
com OD de 1.02, 0.91, 0.75, 0.72 e 0.52 para as concentragdes de 1%, 2%, 3%, 4% e 5%,
respectivamente, sendo esta a maior resisténcia do grupo testado na concentracdo de 1% de
NaCl.

Ja a H. wattica mostrou um bom crescimento médio na concentragdo de 1% de
salinidade, com OD de 0.88, mas a partir disso sua resisténcia decaiu consideravelmente, para
0.16, 0.09, 0.07 e 0.09 em salinidade 2%, 3%, 4% e 5%, respectivamente.

A levedura N. friedmannii apresentou a menor resisténcia a salinidade em todos os
tratamentos realizados, com OD de 0.07, 0.05, 0.09, 0.06 e 0.06 para as concentragdes de 1%,
2%, 3%, 4% e 5% de NaCl, respectivamente.
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Figura 3: Crescimento dos isolados N. friedmannii, H. tattica, ATA13A e ATA13B, apos 48h de cultivo sob

diferentes concentragdes salinas.

A partir deste experimento, nos chama a ateng¢do o fato de que, recentemente, foi
realizada a pesquisa de Cardoso (2022, em fase de elaboracdo), onde se sugere a possibilidade
de que as leveduras isoladas pertencam a espécies filogeneticamente proximas ao geénero
Naganishia.

E interessante observar que, mesmo tratando-se de microrganismos possivelmente
proximos, o isolado ATA13A apresentou uma significativa resisténcia a salinidade, assim
como a ATA13B, diminuindo seu crescimento de forma gradual até a concentragdo de 5% de
NacCl, enquadrando-se como microrganismos halotolerantes (BUZZINI et. al, 2018), enquanto
o isolado de N. friedmannii e a H. wattica ndo conseguiram prosperar em ambientes com alta
concentragao salina.

Os mecanismos de resisténcia dos isolados ATA13A e ATAI13B podem estar
relacionados com diversas estratégias capazes de torna-las mais resistentes. Conforme
observado por Gunde-Cimerman et al. (2018), existem diferentes processos para se fornecer
equilibrio osmoético do citoplasma das células com a salinidade do meio e uma opgao utilizada
por muitos microrganismos halofilicos é acumular sais, principalmente cloreto de potassio
(KCl), e adaptar toda a maquinaria intracelular para funcionar na presenca de concentragdes
molares de sais. Gunde-Cimerman et al. (2018) complementa que uma opg¢ao mais difundida
de estratégia para se fornecer equilibrio osmdtico ¢ a sintese ou acimulo de osmoticos
organicos, os chamados solutos compativeis, € que estes poderiam ser responsaveis por esta

resisténcia em um ambiente salino. Solutos compativeis sdo pequenas moléculas que atuam
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como osmolitos e ajudam os organismos a sobreviver ao estresse osmotico extremo (Lang,
2007, apud Wani et al., 2013).

Muitos compostos organicos pertencentes a diferentes classes demonstraram servir
como solutos compativeis, em diferentes grupos de microrganismos, incluindo polidis,
agucares, aminoacidos, betainas (Gunde-Cimerman et al., 2018) e se acumulam nas células
equilibrando a diferenga osmotica entre os arredores da célula e o citosol (Wani et al., 2013).
O estudo de Kogej et al. (2007) verificou que o principal soluto compativel da levedura
Hortaea werneckii é o glicerol. Ainda que pesquisando uma levedura pigmentada, este estudo
demonstra que este osmolito pode ser uma das caracteristicas que ajuda este microrganismo a
tolerar uma ampla gama de concentragdes de sal, o que também pode sugerir que o
mecanismo utilizado pelos isolados ATA13A e ATA13B esteja relacionado a estratégias de
equilibrio osmotico. A pesquisa de Kogej traz ainda a possibilidade de que em certos
microrganismos as micosporinas, ou aminodcidos tipo micosporina, também podem

desempenhar um papel como solutos compativeis complementares (Kogej et al., 2007).

3.2  RADIACAO

Conforme afirma Paulino-Lima et. al. (2013), o Deserto do Atacama abriga espécies
altamente tolerantes aos raios UV, o que confirma este ambiente como analogo a Marte
quanto a essa condi¢do. Para o presente estudo foram realizados experimentos para medir a
resisténcia a exposi¢ao a radiagdo UVC dos isolados ATA13A, ATA13B e H. wattica.

Neste trabalho o controle positivo foi feito com a N. friedmannii como referéncia, com
base nas dosagens encontradas por Pulschen et al. (2015) em sua pesquisa, € conforme as
informacdes trazidas pelo estudo de Cardoso (2022, em fase de elaboragdo), que estabeleceu o
protocolo utilizado. Porém, a levedura N. friedmanni ndo foi utilizada neste experimento
porque nao resistiu nem mesmo ao acréscimo de 1% de salinidade no experimento anterior,
portanto os resultados obtidos foram referentes aos demais isolados utilizados na pesquisa.

Quando exposta a radiacio em solu¢do controle, com 0% de sal, a levedura H.
wattica apresentou 70% de sobrevivéncia, em relagdo ao seu controle. Apds crescimento em

solugdo com 1% de NaCl, as amostas de H. wattica expostas a UVC apresentaram 36% de
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sobrevivéncia. Em solu¢do controle o isolado ATA13A apresentou 21% de sobrevivéncia, e
em solucdo com 1% de NaCl apresentou 19% de sobrevivéncia. Em solu¢do controle o
isolado ATA13B apresentou 24% de sobrevivéncia, e em solugdo salina apresentou 26% de

sobrevivéncia.

0,9
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0,7

0,6

0,5 m Controle
mUVC 30 seg

0,4
NaCl 1% + UVC
0,3

0,2

Porcentagem de Sobrevivéncia

0,1

H. wattica ATA13A ATA13B

Figura 4. Sobrevivéncia dos isolados expostos por 30 segundos a radiagdo UVC e 1% de NaCl.

Percebe-se que a H. wattica apresenta uma redugdo importante ao ser exposta a
radiacdo UVC em uma solugdo de 1% de NaCl, o que demonstra que, apesar de ainda existir
crescimento do microrganismo, este pode estar se desenvolvendo com maior dificuldade, o
que sugere que o estresse provocado pela solucdo salina reduziu sua capacidade de
sobrevivéncia.

Ja o isolado ATA13A manteve sua sobrevivéncia bastante similar entre as duas
condi¢des, e o isolado ATA13B cresceu com uma média também muito semelhante, porém
levemente elevada quando exposta a radiagdo UVC em solug¢dao com 1% de NaCl.

O que nos causa curiosidade ap6s analisar os resultados da presente pesquisa € o fato

de que os isolados ATA13A e ATA13B utilizadas na pesquisa foram isoladas de um ambiente
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com altitude maior do que a N. friedmannii, conforme exposto na Tabela 1, sendo os pontos
de coletas a 5047 e 3981 metros de altitude, respectivamente.

A partir disso, podemos indagar entdo os motivos pelos quais os isolados ATAI13A e
ATA13B apresentam esta variagdo de resisténcia a salinidade e UVC. Poderiam elas estarem
sendo selecionadas pelo ambiente em que vivem, em uma maior altitude, e com isso
apresentando também resisténcia a salinidade? Wilks et al (2019) nos traz que a tolerancia ao
alto teor de sal pode estar relacionada com os mesmos mecanismos que também levam a
tolerancia a outras condigdes ambientais extremas, e que essa sobrevivéncia pode envolver os
mesmos mecanismos de reparo do DNA.

O presente estudo mostra, pela primeira vez, uma possivel relagcdo entre a resisténcia
a salinidade e radiagdo destes isolados do Deserto do Atacama. Schmidt et al (2018) esclarece
que o bioma de alta altitude da regido do Atacama fornece um 6timo ambiente de experimento
para estudar a vida microbiana em um cenario extremo.

Sabemos que o Deserto do Atacama ¢ considerado um ambiente poliextremo, onde a
radiacdo solar, a salinidade ¢ a aridez sdo extremamente altas ¢ ocorrem simultaneamente
(Cortés-Albayay et al., 2019). De que forma entdo o mecanismo de defesa destas
caracteristicas poderiam estar relacionados, favorecendo a reparagdo, e assim dando uma
maior vantagem de sobrevivéncia aos isolados ATAI3A e ATA13B, que se mostraram mais
resistentes neste presente estudo? Considerando que se tratam de isolados com auséncia de
pigmentos fotoprotetores, o que estaria influenciando na estratégia de resisténcia a radiag@o
deste microrganismo e, talvez, impactando também em sua resisténcia a salinidade? Inimeros
questionamentos surgem a partir dos resultados trazidos por esta pesquisa.

Podemos supor que a resisténcia pode estar relacionada ao tipo de solo onde o
isolado foi coletado. Schmidt et al. (2018) nos mostra que os ambientes de alta altitude do
Atacama divergem de outros ambientes extremos em termos de porcentagem de nitrogénio e
pH. O estudo realizado por Pulschen et al. (2015) trouxe importantes dados a respeito do solo
onde estes isolados foram coletados, demonstrando que o pH ¢ de 4.25 na altitude de 5047
metros (onde foram coletados os isolados ATA13A e ATA13B) e de 5.36 na altitude de 3981
metros (local onde foram coletados os isolados de N. friedmannii e H. wattica), além de uma

maior concentracdo de potéssio e ferro no solo de maior altitude. Com essas informacdes
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podemos indagar se o ambiente em pH mais acido poderia ter beneficiado a sobrevivéncia dos
isolados ATA13A e ATA13B em relacdo a N. friedmannii.

Outra possibilidade ¢ que, pela altitude maior, o isolado ATA13A tenha sido
selecionado em um ambiente mais hostil, com maior exposi¢do a radiacdo UV, e por isso se
tornou mais resistente a essa condigdo extrema. A literatura mostra entendimentos neste
sentido. Por exemplo, o trabalho de Rao et al. (2016) concluiu que a exposi¢ao a radiagao UV
relativamente alta no Tibete contribuiu para a alta diversidade de bactérias do solo tolerantes a
radiagdo e complementou ainda que a forte associagdo entre as vias de tolerancia a dessecag¢do
e tolerancia a radiacdo sugerem que o ambiente drido também pode ter selecionado a favor de
taxons tolerantes a radiacdo. Paulino-Lima et al. (2013) ja havia observado em seu estudo
com bactérias que a maior parte dos sobreviventes as doses mais altas de UV de sua pesquisa
estavam crescendo em um substrato com grande variedade de sais e oligoelementos, e sugeriu
que estas caracteristicas pudessem entdo ser requeridas pelos microrganismos resistentes a
UV.

Libkind et al. (2009) observou que, entre as estratégias conhecidas para a
minimizagdo de danos induzidos por radiacio UV, estdo a sintese de antioxidantes e
compostos de prote¢ao solar UV, como carotendides e micosporinas. Micosporinas sdo, como
bem define Andreguetti (2010), “substancias pertencentes a um grupo de compostos
naturalmente encontrados em algas e fungos, que sdo utilizadas por estes organismos como
mecanismo de defesa. S3o potentes bloqueadores quimicos de radiagdo ultravioleta (UV)”.
Uma possibilidade que pode ser sugerida ¢ que a sintese de micosporinas seja uma das
estratégias utilizadas por estas leveduras, o que carece de mais pesquisas a respeito do tema
para que se demonstre experimentalmente a presenca e o papel fotoprotetor deste metabolito
nestes microrganismos especificamente.

O presente trabalho tinha como principal objetivo compreender o perfil de salinidade
e sua potencial correlagdo com a resisténcia a radiagdo UVC em leveduras extremofilas
nao-pigmentadas isoladas do Deserto do Atacama. Os resultados analisados e considerados
respondem portanto a hipdtese formulada, no caso, duas das leveduras estudadas (ATA13A e
ATA13B) apresentam resisténcia a elevadas concentragdes salinas. Além disso, o trabalho
demonstra uma potencial relacdo de halofilia e resisténcia a radiagdo UVC nas leveduras

ndo-pigmentadas ATA13A e ATA13B isoladas do Deserto do Atacama. Com os resultados
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respondeu-se também se existe salinidade Otima para o crescimento de cada uma das
leveduras isoladas utilizadas no estudo. Verificou-se, ainda, que existe um certo padrdo entre a
resisténcia a radiacdo UVC e a salinidade 6tima, e que algumas destas leveduras isoladas
apresentam tolerancias a fatores extremos interessantes para a aplicacdo em estudos de
astrobiologia.

A presente pesquisa tratou-se de uma etapa preliminar para novos estudos e nao teve
a pretensdo de esgotar o tema pois entende-se que, com este estudo, sera possivel dar
embasamento para futuros pesquisadores que se interessem pela temética de extremofilos e
astrobiologia, tornando possivel tragar um perfil mais completo a respeito destas leveduras e

assim ter uma maior exatiddo nos dados e caracteristicas destes isolados.

4 CONCLUSAO

A realizagdo dos experimentos desta pesquisa possibilitou obter diferentes respostas.
Com os resultados da pesquisa foi possivel entender o perfil diferenciado de resisténcia a
radiacdo ultravioleta C e salinidade das leveduras ndo-pigmentadas isoladas do Deserto do
Atacama. Assim, conclui-se que os isolados ATA13A e ATA13B apresentam maior resisténcia
a elevadas concentragdes salinas, quando comparadas as leveduras previamente identificadas
N. friedmanni e H. wattica, sugerindo a presen¢a de mecanismos adicionais de resisténcia a
este fator extremo nos dois novos isolados. Além disso, a pesquisa sugere uma potencial
interacdo entre a resisténcia a elevadas concentragdes salinas ¢ UVC nos dois isolados,
indicando a necessidade de maiores estudos para compreensdo dos mecanismos por tras desta
resisténcia. A partir disso, € possivel que estes resultados sejam comparados e utilizados em
experimentos futuros, ja que até o momento pouco se conhece sobre estes microrganismos.

A contribuicdo que esta pesquisa traz para a comunidade cientifica e académica ¢ a
de demonstrar o perfil de salinidade e resisténcia a radiagdo UVC de leveduras
nao-pigmentadas isoladas do Deserto do Atacama e com isso abrir caminho para que novos
estudos sobre o tema e sobre estes microrganismos sejam feitos, a fim de se identificar mais
informagdes acerca da fisiologia que permite a resisténcia destas espécies e sua aplicacdo

como modelos para a astrobiologia.
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