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RESUMO

O planeta terra possui varios ambientes considerados hostis aos seres humanos, contudo,
outras formas de vida sobrevivem nesses locais. Organismos denominados extremotolerantes e
extremofilos estdo presente em todos ambientes da terra, inclusive no Deserto do Atacama que
é um ambiente hiperdrido com alta incidéncia de radiacdo ultravioleta (UV). Microrganismos
que vivem em ambientes com intensa radiacdo solar como o Deserto do Atacama, devem
possuir mecanismos para lidar com os danos causados pelos raios UV. Esses organismos
normalmente produzem e armazenam pigmentos fotoprotetores capazes de absorver a radiacéo
UV. O presente trabalho teve como objetivo verificar a potencial resisténcia a radiagdo UV-C
em leveduras ndo pigmentadas isoladas do Deserto do Atacama. As amostras de leveduras
foram expostas a radiacdo UV-C por 30 e 60 segundos, e sua resisténcia foi quantificada a partir
da contagem de unidades formadoras de coldnia (UFCs). Mesmo ndo possuindo pigmentos
fotoprotetores aparentes, o0s isolados estudados nesse trabalho apresentaram crescimento apos
serem submetidos a exposicao a radiacdo UV-C. O presente trabalho nos leva a concluséo de
que as leveduras estudadas apresentam resisténcia a radiacdo UV-C similar ou muito proxima
a de Naganishia friedmannii, levedura anteriormente estudada que possui comprovada

resisténcia a este tipo de radiacao.

Palavras-chave: leveduras extremofilas; Deserto do Atacama; radiacdo ultravioleta.



ABSTRACT

The planet Earth possesses numerous environments considered hostile to human life;
however, other life forms can survive in these environments. The so-called extremotolerant and
extremophilic organisms can be found throughout all Earth environments, including the
Atacama Desert, a hyper-arid desert with an extreme incidence of ultraviolet (UV) radiation.
Microorganisms surviving such environments possess mechanisms to overcome the damage
caused by UV radiation. These organisms usually produce and accumulate photoprotective
pigments capable of absorbing UV radiation. The present work aimed to investigate the
potential resistance to UV-C in non-pigmented yeast isolated from the Atacama Desert. Yeast
samples were exposed to 30 and 60 seconds of UV-C, and their resistance was measured
through colony forming units (CFU) count. Even though not possessing any visible
pigmentation, the isolated yeasts presented growth after exposure to UV-C. The present work
demonstrated a UV-C resistance similar to that presented by Naganishia friedmannii, a

previously studied yeast with proven radiation resistance.

Keywords: extremophile yeasts; Atacama Desert; ultraviolet radiation.
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1.INTRODUCAO

O planeta terra possui diversos climas e biomas, nichos de muitas espécies. No entanto,
existem locais com condi¢fes ambientais que os tornam inabitaveis para a maioria dos seres
vivos. Estes locais sdo denominados ambientes extremos e dentre eles encontram-se regides
polares, vulcOes, desertos, sedimentos oceanicos profundos, fontes hidrotermais, lagos
hipersalinos, corpos de agua acida e alcalina, dentre outros (Duarte et al., 2012). Os ambientes
extremos apresentam fatores fisicos (temperatura, pressdo, radiacdo, luz) e quimicos (pH,
salinidade, estresse osmatico) que dificultam a presenca de vida (Buzzini; Turchetti; Yurkov,
2018).

A ideia dos ambientes extremos como intransponiveis a vida é considerada uma visdo
antropocéntrica, pois, ainda que extremos, estes ambientes abrigam indmeros organismos que
toleram e até mesmo prosperam sob condi¢des hostis aos seres humanos. Os organismos
encontrados em ambientes extremos sdo denominados extremofilos, e por muito tempo o termo
remeteu apenas a microorganismos unicelulares procariéticos, devido ao fato de existirem
muitos extremofilos dentro dominio Bactéria, alem de que a maioria das arquéias também serem
extremofilas. Entretanto, atualmente sabe-se que existem extremofilos dentro dos trés
dominios, desde microrganismos unicelulares até eucariotos e multicelulares (Horikoshi, 2011).
Extremofilos podem ser divididos em extremotolerantes, organismos que apenas toleram o
ambiente extremo por determinado tempo ou estagios de vida, ou extremofilos verdadeiros,
pois necessitam das condicBes extremas para que realizem suas atividades fisioldgicas em
condicBes 6timas. Vale destacar ainda a existéncia de organismos que toleram mais de um
extremo, 0s quais sdo denominados poliextremofilos (Rothschild; Mancinelli, 2001).

O Deserto do Atacama € considerado um ambiente extremo por se tratar de um deserto
hiperarido com alta incidéncia de radiacdo ultravioleta (UV), escassas fontes de carbono
organico, grandes variacfes diarias de temperatura e baixa disponibilidade de agua (Navarro-
Gonzalez, 2003). Com territdrio entre 17 ° S e 27 ° S de latitude no norte do Chile, o Deserto
do Atacama é o deserto mais seco e mais antigo da Terra, tendo experimentado aridez extrema
nos Ultimos 150 milhdes de anos e hiperaridez nos ultimos 15 milhdes de anos (Hartley et al.,
2005; Houston & Hartley, 2003). No nucleo hiperarido deste deserto, a precipitacdo média

anual é inferior a 5mm por ano — com longos periodos sem chuva — 0 que acarreta em uma
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disponibilidade de 4gua muito abaixo do limite necessario para apoiar a vida fototrofica do solo
e, consequentemente, todas as demais formas de vida (Warren-Rhodes et al., 2006).

Devido as caracteristicas extremas do Deserto do Atacama, poucos sdo 0s organismos
que prosperam nesse territorio, porém alguns microrganismos extreméfilos conseguem obter
relativo sucesso — mesmo com todas as condi¢fes adversas. Uma grande variacdo de
temperatura j4 foi registrada, de 46,5°C a -8°C, entre maio de 2008 e maio de 2009 neste deserto
(Rios & Valea, 2010), mas isso ndo impede o crescimento de microrganismos resistentes a
extremos de temperatura, que se fazem presentes até mesmo a 6000 metros de altitude, em
vulcBes onde a oscilacdo térmica pode ser ainda maior — com uma amplitude de até 70 ° C
(Lynch et al., 2012).

A radiacdo UV é outro fator fisico limitante que torna esse territorio um ambiente
extremo a ser superado pelos microrganismos extremofilos, pois induz efeitos deletérios em
todos 0s organismos existentes na terra, de procariotos até seres humanos. A radiacdo UV faz
parte do espectro da luz solar e compreende ondas eletromagnéticas divididas em trés
comprimentos: UV-A (320-400 nm), que possui 0 maior comprimento de onda, contudo, néo
induz tanto danos quanto UV-B (280-320 nm), que mesmo tendo boa parte absorvida pelo
0z0Onio estratosférico, causa muitos danos ao DNA dos organismos terrestres. UV-C (100-280
nm) é o menor comprimento de onda e por ser mais eficaz na inativacdo de microrganismos e
mais eficiente na geracdo de fotoprodutos de DNA que UV-B (Mitchell et al. 1991),
normalmente € utilizada para esterilizar superficies, contudo a radiacdo UV-C nédo chega até
superficie terrestre, pois é absorvida em sua totalidade pela camada de ozdnio

O Deserto do Atacama possui intensa radiacdo UV ao longo de todo o ano, propiciada
pela auséncia de nuvens devido a suas caracteristicas geograficas (Paulino-Lima et al., 2012).
Dose et al. (2001) confirmou a severidade da radiacdo do Atacama ao testar microrganismos
sobre o0 solo expostos a radiacdo solar. Esporos de Bacillus subtilis, conidios secos de
Aspergillus niger sobreviveram poucas horas, e até mesmo células de Deinococcus radiodurans
— bactéria extremamente resistente aos mais variados fatores — nao resistiu ao experimento.

Para que um microrganismo prospere em um ambiente extremo como o Deserto do
Atacama, ele deve possuir mecanismos de protecdo frente a radiacdo UV, que pode causar
danos ao maquindrio celular. Entre os danos mais prejudiciais resultantes da exposicdo a

radiacdo UV, estdo a redugdo no crescimento e sobrevivéncia e destrui¢do de proteinas e &cidos
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nucleicos devido a modificagdes em sua estrutura. Ha também formacdo de radicais livres,
desaminacdo hidrolitica, elevada producdo de espécies reativas de oxigénio, dimeros de
ciclobutano-pirimidina e 6-4 fotoprodutos e seus isdmeros etc. (Sinha & Hader, 2002).

Dentre 0s mecanismos de protecdo apresentados pelos microrganismos resistentes a
radiacdo UV, podemos citar a produ¢do e armazenamento de pigmentos, como carotendides e
melanina, capazes de absorver a radiagdo UV em diferentes comprimentos de onda, inclusive
no UV-C (Wynn-Williams & Edwards 2002). Além disso, os carotendides protegem a célula
contra danos oxidativos, eliminando radicais livres gerados pela exposi¢do a radiacdo UV
(Moore et al., 1989; Schroeder & Johnson 1993). Porém, os pigmentos ndo sdo a Unica forma
de evitar os danos causados por radiacdo UV, e em determinadas situagdes até se mostram
ineficientes, como demonstrado por Pulschen et al., (2015) quando evidenciou que D.
radiodurans, mesmo possuindo carotendides, apresentou menor sobrevida que Saccharomyces
cerevisiae quando exposta a radiacdo ambiental.

Ademais, existem microrganismos que, ainda que desprovidos de pigmentos, também
se fazem presentes em ambientes com intensa radiacdo UV, dentro os quais as leveduras,
organismos eucariontes de grande versatilidade fisiologica. Espécies de leveduras ndo-
pigmentadas ja foram relatadas no Deserto do Atacama (Pulschen et al., 2015) e demais
ambientes, como lagos cristalinos de montanha — que possuem alta radiacdo UV ndo somente
devido a sua alta elevacdo, mas também devido a transparéncia e superficialidade da agua
(Libkind et al.,2009).

Em um trabalho pioneiro envolvendo eucariontes extremofilos, Pulschen et al. (2015)
isolou leveduras presentes no solo do vulcdo Sairecabur, localizado no Deserto do Atacama.
Seu objetivo era submeté-las a condi¢bes extremas simuladas em laboratorio, tais como
radiacdo UV ambiental, UV-B e UV-C, altas concentracdes de sal e temperatura. Em seu
trabalho ele também caracterizou pigmentos fotoprotetores presentes em algumas leveduras e
analisou se estes auxiliavam na resisténcia ao UV. Os pesquisadores responsaveis pelo projeto
registraram, ainda, dois isolados ndo-pigmentados, os quais foram identificados como N.
friedamannii (inicialmente identificado como Cryptococcus friedmannii) e Holtermaniella
wattica (inicialmente identificado como Holtermanniella watticus). Ainda que nenhum
pigmento tenha sido identificado através da técnica de espectrometria RAMAN, ambos 0s

isolados apresentaram significativa resisténcia a radiacdo UV-B e, principalmente, a radiacdo
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UV-C. Desde entdo, novas leveduras (pigmentadas e ndo-pigmentadas) foram isoladas do
mesmo material de coleta, porém até o momento nenhum estudo foi realizado com esses
isolados.

Libkind et al. (2009) evidenciou que determinadas espécies de leveduras ndo-
pigmentadas isoladas de lagos cristalinos possuem micosporinas, um metabdlito secundéario que
atua como filtro de radiacdo UV, reduzindo seus danos. Existem também mecanismos
moleculares de reparo de DNA, dentre eles fotorreativacdo, reparo por excisao e reparo
recombinacional (Sinha & Hader, 2002). Schiave et al. (2009) ndo observaram diferencas
significativas na resisténcia de leveduras pigmentadas e ndo-pigmentadas frente a radiacédo UV,
sugerindo que mecanismos complementares de resisténcia a radiagdo UV devem estar presentes
nestes organismos.

Além dos mecanismos complementares ainda desconhecidos, somente a forca seletiva
do ambiente ndo poderia explicar tamanha resisténcia, ja que a radiacdo UV-C é completamente
absorvida/refletida e ndo atinge a superficie terrestre. Ao estudar o tema, Mattimore & Battista
(1996) descobriram que D. radiodurans sensiveis a radiacdo UV-C também eram suscetiveis a
danos causados por dessecacao. Neste mesmo trabalho os autores evidenciam que a superficie
terrestre ndo possui taxas tdo altas de radiacdo UV-C quanto as suportadas por D. radiodurans,
de forma que tal resisténcia ndo possa ser explicada puramente como uma consequéncia de
forca seletiva, e sim como uma consequéncia indireta da resisténcia a dessecacao. A prolongada
exposicdo a dessecacao também causa danos ao DNA, portanto, para sobreviver a esta condicéo
€ necessario que haja uma alta capacidade de reparo, e, de acordo com 0s autores, essa alta
capacidade de reparo é a mesma gue torna o D. radiodurans resistente a altas taxas de radiacéo
UV-C, contudo, vale destacar que o tema é controverso, e novos estudos com demais
organismos resistentes a radiacdo UV-C sdo necessarios para confirmar essa hipotese.

Desta forma, o0 presente projeto tem como objetivo testar a resisténcia a radiacdo UV-
C, que mesmo nao chegando até superficie terrestre, pois se os isolados se mostrarem
resistentes, poderdo ser utilizados experimento de astrobiologia. Também comparar a
resisténcia a radiacdo em leveduras ndo-pigmentadas isoladas do Deserto do Atacama, em
busca de potenciais modelos para o estudo de mecanismos complementares de resisténcia a

radiacdo UV. Este trabalho baseia-se na hipotese de que as leveduras ndo-pigmentadas isoladas
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do Deserto do Atacama apresentardo resisténcia a radiacdo UV-C uma vez que se encontram

adaptadas a sobrevivéncia em um ambiente com intensa irradiacdo solar.
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar se leveduras extremofilas ndo-pigmentadas isoladas do Deserto do
Atacama apresentam resisténcia a radiagcdo UV-C.

2.2 Objetivos Especificos
- Determinar se as leveduras sao resistentes a radiagdo UV-C.

- Comparar a resisténcia a radiacdo UV-C das leveduras com a resisténcia observada na

levedura N. friedmannii.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta e Isolamento

As leveduras foram isoladas de diversos pontos e altitudes ao longo do Deserto do
Atacama (tabela 1), incluindo o Vulcéo Sairecabur, em janeiro de 2012, e foram cedidas pelo
professor Fabio Rodrigues e pela pesquisadora discente Ana Carolina de Carvalho, do
Laboratério de Astrobiologia (ASTROLAB, Instituto de Quimica, Universidade de So Paulo
- IQ/USP). Os isolados foram mantidos no Laboratério de Ecologia Molecular e Extremoéfilos
(LEMEX) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) em freezers -20 °C. Os cultivos
de rotina das leveduras foram realizados em meio liquido YM (Peptona 5 g.L-1, Extrato de
Levedura 3 g.L-1, Extrato de Malte 3 g.L-1, Glicose 10 g.L-1, agua destilada 1 L), sob
temperatura de 20 °C e agitacdo constante.

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

isolados.

Isolado Latitude (°) Longitude (°) Altitude

ATA13B -22,716945 -67,923690 5047

ATA16AD -22,706917 -67,996050 3981
ATA16B

ATA16BAB

ATA16BC

ATA16DC

ATA35B -25,028878 -70,458352 282

ATA37BB1 -26,295352 -70,659348 83
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3.2 Exposicdo a radiacdo UV-C

Os ensaios com radiacdo foram realizados de acordo com protocolo anteriormente
realizado por Pulschen et al. (2015). As leveduras foram cultivadas em meio liquido YM sob
agitagdo constante e temperatura de 20°C até atingirem a OD595 ~ 1.0-1.1. Dilui¢Bes seriadas
foram realizadas (10 a 10%) e posteriormente aliquotas de 10 pl foram transferidas para placas
de agar YM, em triplicatas, que foram expostas por 30 e 60 segundos a radiacdo UV-C sob
temperatura ambiente. A radiacao foi obtida por lampada Philips (Philips, Eindhoven, Holanda)
TUV-20W (253.7 nm) a uma distancia de 22 centimetros das placas. A resisténcia das leveduras
foi avaliada atraves do método de contagem de UFC (unidades formadoras de col6nia), 48h
apos a exposicdo a radiacdo. Para cada um dos isolados, placas de cultura ndo expostas a
radiagdo UV-C foram utilizadas como controle. Culturas da levedura radiorresistente N.
friedmannii foram utilizadas como controle positivo, e apos exposicdo a radiagdo UV-C,

utilizamos a contagem de viaveis para quantificar a resisténcia dos isolados

Controle Exposicao 30 segundos  Exposicao 60 segundos

Figura 1: llustracdo da técnica de diluicdo seriada para contagem das unidades formadoras de

colbnia.
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4. RESULTADOS

4.1 Normalizagdo da Dosagem de Radiagéo

Em condig¢des ideais, o equipamento radidmetro é utilizado para o calculo das dosagens
exatas de radiacdo as quais 0s microrganismos sdo expostos. Devido a auséncia de tal
equipamento em nosso laboratorio, culturas da levedura radiorresistente N. friedmannii foram
utilizadas como controle positivo do experimento. Elas também foram utilizadas para
normalizar a dosagem de radiacdo a qual os isolados foram expostos, uma vez que N.
friedmannii possui resisténcia a radiacdo UV-C ja estabelecida conforme o experimento
realizado por Pulschen et al., (2015) (figura 2). As culturas de N. friedmannii, anteriormente
denominadas C. friedmannii, foram expostas a radiagdo UV-C durante 30 e 60 segundos, e sua
resisténcia foi calculada a partir da contagem de UFCs, de acordo com as condigdes
anteriormente citadas.

10" D @@,
Yees . -.'\Z:,‘
A b U B
107" 4 L. g
~ A é g
2 : L
S 107 + g
>
% 10_3 ] L p-- C. fr/eqmann/)'
© Exophiala sp.
> - H. watticus
10-4 + ik R. toruloides
/- S. cerevisiae
O+ D. radiodurans
10°° r v . . T T T T

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
UV-C fluence (kJ/m?)

Figura 2: Dados utilizados para a normalizacdo da dosagem de radiacdo UV-C utilizados no
presente trabalho. Curvas de crescimento apresentadas por Pulschen et al (2015) para as
leveduras N. friedmannii, Holtermanniella wattica, Exophialla sp. e Rhodosporidium

toruloides.

A figura 3 evidencia a resisténcia a radiacdo UV-C apresentada pela levedura N.

friedmannii. Comparando-se os dados apresentados por Pulschen et al. (2015) com os dados
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encontrados no presente trabalho, verifica-se um crescimento similar ao crescimento observado
apoOs sua exposicdo as dosagens de 0.6 e 1.2 kJ/m2 (30 e 60 segundos de exposicao,
respectivamente), sendo estas, portanto, as dosagens aproximadas utilizadas para os demais
experimentos apresentados no presente trabalho (Figura 3).

1,00

0,10

0,01

VIABILIDADE (N/NO)

0,00

0,00
0 30 60

TEMPO DE EXPOSICAO (SEGUNDOS)

Figura 3: Curva de crescimento obtida no presente trabalho apos exposicao da levedura N.

friedmannii por 30 e 60 segundos a radiagdo UV-C.

4.2 Resisténcia a radiacao

Os isolados estudados no presente trabalho apresentaram, em sua maioria, resisténcia a
radiacdo UV-C semelhantes ou muito proximas a resisténcia observada em N. friedmannii,
apesar nao ser estatisticamente significativo (P-000,1). Em relacdo a exposicdo a radiacdo
durante 30 segundos (equivalente a 0.6 kJ/m?), apenas trés isolados, de um total de oito,
apresentaram reducdo de mais de um log de viabilidade. Séo eles: ATA16AD, ATA16DC e
ATA16BAB, esta ltima tendo sua sobrevivéncia reduzida em dois logs de viabilidade (99,1%).
Todos os demais isolados, ATA16B, ATA16BC, ATA35B, ATA37BBl1 e ATAIL3B,
apresentaram resisténcia similar a observada em N. friedmannii, que apresentou pequena

reducdo de viabilidade (86,9%) apds exposicdo apds 30 segundos de exposicao.
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Apds exposicdo de 60 segundos (equivalente a 1.2 kJ/m?), ouve diferenca na
resisténcia dos isolados, apesar ndo ser estatisticamente significativo (P-000,1). Pdde-se
observar uma consideravel queda na sobrevivéncia dos isolados, de forma similar ao observado
em N. friedmannii, que chegaram a apresentar reducdo de até trés logs de viabilidade. O isolado
ATA16B, por exemplo, apresentou reducéo de trés logs de viabilidade, quase 100%. Por outro
lado, os isolados identificadas como ATA16AD, ATAL6BAB, ATAL6BC, ATA35B e
ATA37BB1 apresentaram reducdo de dois logs de viabilidade. Chama-se atencéo, aqui, para o
fato de que as leveduras ATA16AD e ATAL6BAB, que apresentaram uma menor resisténcia
apos exposicao de 30 segundos, apresentaram maior resisténcia quando expostas durante 60
segundos, indicando uma maior resisténcia para periodos mais longos de exposic¢ao nestes dois
isolados. Duas leveduras, ATA16DC e, especialmente ATA13B, apresentaram elevada
resisténcia mesmo apos a exposicdo de 60 segundos, com ambas perdendo apenas um log de
viabilidade, 98,8% e 96,9%, respectivamente. A levedura identificada como ATA13B
apresentou, portanto, a maior resisténcia dentre todos os isolados incluidos no presente trabalho,

bem como quando comparada a levedura de radiorresisténcia ja estabelecida, N. friedmannii.

1,0000 B
a—ATAL3B
- ATAL6AD
0,1000 : ATAL6BAB
. ¢ ATAL6B

ATA16BC

0,0100 ATA16DC

—ATA3SB

VIABILIDADE (N/NOD)
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0 30 60

TEMPO DE EXPOSICAQ (SEGUNDOS)

Figura 4: Curvas de resisténcia a radiacdo UV-C dos isolados ap6s 30 e 60

segundos.
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5. DISCUSSAO

As leveduras utilizadas no presente trabalho foram isoladas de quatro regides distintas
do Deserto do Atacama, apresentando altitudes distintas, que variam de 83 metros de altitude
até 5043 metros acima do nivel do mar. Estes dados, juntamente aos resultados obtidos nos
experimentos aqui apresentados, evidenciam a resisténcia similar ou superior a radia¢do UV-C
nos isolados estudados em relacdo a levedura radiorresistente N. friedmannii. Esta observacao
indica a possibilidade de que ao menos alguns dos isolados estudados pertencam ao mesmo
género ou a grupos filogeneticamente préximos a N. friedmannii. Diferentes trabalhos ja
evidenciaram a presenca dominante de representantes do género Naganishia em outros
estratovulcGes proximos do Deserto do Atacama. Em um trabalho de caracterizacdo bioquimica
e molecular de comunidades procaridticas e eucarioticas associadas e ndo associadas a
fumarolas presentes no vulcdo Socompa, Costello et al., (2009) evidenciou que o solo seco ndo
associado as fumarolas é predominantemente dominado por fungos (97% do total
microrganismos isolados), sendo o género Cryptococcus sp identificado em mais de 60% da
amostra coletada da tefra ndo associada a fumarola. O género Cryptococcus sp encontra-se
filogeneticamente proximo ao género Naganishia, sendo algumas espécies anteriormente
denominadas Cryptococcus reclassificadas como pertencentes ao género Naganishia (dentre

elas, a espécie utilizada no presente trabalho, N. friedmannii).

Lynch et al., (2012) com o objetivo de determinar se os solos presentes em altitudes de
6.000 metros acima do nivel do mar, tais como o vulcdo Socompa e vulcdo Llullaillaco, eram
tdo pobres em nutrientes e microrganismos, quanto o proprio Deserto do Atacama, constatou a
presenca expressiva do género Naganishia. Além de constatarem a condicao oligotrofica destes
solos, com niveis de carbono semelhantes a solos praticamente sem vida microbiana e niveis
de nitrogénio abaixo dos limites de deteccdo, as amostras de Llullaillaco evidenciaram a
predominancia de uma unidade taxonémica operacional (OTU) com 97% de identidade com N.

friedmannii, evidenciando a presenca dominante de leveduras do género Naganishia.

Em outro trabalho com o objetivo de averiguar a diversidade microbioldgica presente

nos solos dos vulcdes Socompa e Llullaillaco associados ou ndo a fumarolas e também a nieves
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penitentes (formacdes de gelo em altitudes), Solon et al. (2018) constatou que leveduras
relacionadas a N. friedmannii sdo organismos heterotr6ficos dominantes em grandes areas de
solos secos nesses mesmos vulcoes. Assim como Solon et al., (2018), Pulschen et al., (2015),
em seu trabalho envolvendo leveduras isoladas do vulcdo Sairecabur, observou a presencga de
N. friedmannii nos quatro pontos de coletas a 5047, 4823 e 3981 metros de altitude, mesmo
com diferengas nas caracteristicas do solo de alguns pontos de coleta. Por exemplo, a amostra
coletada a 4823 metros de altitude apresentou solo acido e rico em enxofre. Portanto, fica
evidente a presenca dominante de Naganishia em outros pontos proximos e com caracteristicas

semelhantes ao dos isolados que acredito serem do mesmo género.

Schmidt et al., (2017) afirma em seu trabalho que o fato de haver uma presenca massiva
de Naganishia em estratovulcdes presentes no Atacama se deve a sua capacidade de suportar
altos niveis radiagéo ultravioleta, baixos valores de pH e capacidade de crescer durante ciclos
de congelamento e descongelamento, além de apresentarem caracteristicas halotolerantes e
psicrotolerantes. O fato de Naganishia ser tdo predominante nesses vulcoes de alta altitude com
escassez de &gua e nutrientes, evidencia que sua caracterizacdo cOmo organismos
oportunitréficos flexiveis, aproveitando-se de raros momentos de disponibilidade de agua
através do derretimento de neve e disponibilidade de nutrientes através de entradas eolicas.
Devido a essas caracteristicas e a predominancia de Naganishia evidenciadas pelos trabalhos
aqui citados, evidencia-se a possibilidade de que os isolados estudados no presente trabalho

pertencam ao mesmo género ou a grupos filogenéticos similares a N. friedmannii.

A abundancia desse grupo nos estratovulcdes se deve ao fato que esses locais, segundo
Schmidt et al., (2017), sdo o reservatorio dessas leveduras, e que a presenca desse género em
outros locais se deve a dispersdo aérea. A alta capacidade de sobrevivéncia a condigcdes
extremas dos membros do género Naganishia permite sua dispersdo na alta troposfera ou até
ainda mais alto, na atmosfera. J& a presenca de espécies do género ou similares em comunidades
microbianas dos vales secos da Antartica € fruto de dispersao continua de poeira de particulas
do sul dos Andes via ondas de Rossby, fruto da confluéncia de jatos polares e subtropicais que
se unem e se separam em intervalos periddicos e que pode levar a dispersdo aérea de micrébios

em ambas as direcdes entre os Andes e a Antartica.
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Em relagdo aos mecanismos de fotoprotecdo, na auséncia aparente de pigmentos
fotoprotetores tudo indica que os isolados possuam outros mecanismos que auxiliem na
resisténcia a radiacdo UV-C do experimento e também a forte radiacéo presente no Deserto do
Atacama. Existe a grande possibilidade que os isolados possuam outras moléculas
fotoprotetoras, como a micosporina (Libkind et al., 2009). As micosporinas foram descobertas
pela primeira vez em micélios esporulantes de fungos (Leach, 1965; Trione et al., 1966). Elas
sdo compostos sollveis em agua e apresentam maximos de absorc¢do entre 310 a 320 nm (Pérez
et al., 2006) e em alguns trabalhos ela é apontada com metabdlito secundario que atuam como
filtro UV além de desempenhar papel importante como antioxidantes e osmoprotetores
(Volkmann et al., 2003), que é algo muito importante, pois além da radiacdo existem outros
fatores fisicos extremos presentes no Deserto do Atacama, dentre esses, alta salinidade é um

fator a ser superado.

Se confirmada a presenca deste composto nos isolados, aumentara ainda mais a
possibilidade destes isolados pertencerem ao género Naganishia ou serem muito proximos
filogeneticamente. Libkind et al., (2004) em seu trabalho com leveduras de oito géneros, dentre
eles, 0 género Cryptococcus, envolvendo producéo de compostos fotoprotetores apds exposi¢ao
a radiacdo UV, constatou que somente alguns géneros eram capazes de sintetizar micosporinas
apos a exposicao ao UV e sugeriu tendéncia taxonémica e estudos futuros com grupo mais
amplo de espécies de leveduras para verificar tal hipdtese. Em um estudo posterior, Libkind et
al., (2005), também testando a producdo de compostos fotoprotetores apds a exposicdo a
radiacdo UV, constatou que somente alguns grupos, dentre eles membros da familia
Tremellaceae (familia a qual o género Naganishia pertence), eram capazes de sintetizar
micosporinas, sugerindo que o processo de micosporinogénese é especifico de determinados

grupos taxonémicos.

Os isolados aqui estudados, assim como N. Friedmannii, podem possivelmente conter
mecanismos de fotorreativacdo (Pulschen et al., 2015) que auxiliam no combate aos danos ao
DNA causados pela radiacdo UV-C do nosso experimento. A radiacdo UV-C, assim como UV-
B produzem CPDs e 6,4 PPs que podem ser reparados através das enzimas fotoliases induzidas
por radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR, 400-700nm), tornando os isolados resistentes a

radiagdo UV-C e consequentemente a intensa radiagcéo presente no Deserto do Atacama (Zenoff
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et al. 2006). Além da fotorreativacéo, € possivel que os isolados também possuam enzimas
antioxidantes assim como micosporinas, que auxiliam de forma eficiente a eliminacéo de ROS,
0 que torna ainda mais importante na prevencdo do mal funcionamento celular decorrente da

exposicdo ao UV (Hoerter et al. 2005).

Todos esses mecanismos e recursos citados anteriormente de fato podem ser
responsaveis pela resisténcia apresentada pelos os isolados aqui estudados. Contudo, demais
mecanismos complementares também podem estar correlacionados com a elevada resisténcia a
radiac@o observada nos isolados do Deserto do Atacama (Pulschen et al. 2015). Em um trabalho
de comparacgéo entre resisténcia crénica e aguda a radiagédo ionizante, Shuryak et al., (2017)
constatou que as leveduras mais resistentes eram aquelas que apresentavam maior concentragdo
celular e agiam cooperativamente secretando compostos antioxidantes, portanto, estudos
futuros devem ser realizados a fim de compreender os mecanismos de resisténcia a radiagao,
assim como os diferentes niveis de resisténcia, observados nos isolados analisados no presente
trabalho.
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6. CONCLUSAO

As leveduras analisadas nesse trabalho apresentarem a resisténcia a radiacdo UV-C
similar ou muito proxima a N. friedmannii, que foi utilizada como referéncia por ja possuir sua
resisténcia bem definida. Dentre todas as leveduras, o isolado identificado como ATA13B
apresentou maior resisténcia, inclusive, maior que a anteriormente observada em N.
friedmannii. Sua resisténcia talvez se deva ao seu local de isolamento a 5043 metros de altitude,
diferente dos demais isolados. Segundo Blumthaler et al., (1997) ha um aumento na dose de
radiacdo UV devido ao efeito altitude (AE), que é o aumento da dose de radiacdo conforme o
aumento da altitude. Isso se deve as massas Opticas de ar menores e também devido a maior
proximidade com a radiacdo que sofre menos dispersdo e absorcdo. Contudo, somente uma
maior exposicdo a radiacdo UV ndo explica a maior resisténcia a radiagdo UV-C do isolado
ATA13B, pois tal radiacdo ndo chega até superficie terrestre, evidenciando que devem existir
outros fatores fisicos ou quimicos presentes no local de isolamento do isolado que o torna
indiretamente resistente a radiacdo UV-C.

Vale destacar que as leveduras foram isoladas posteriormente ao isolamento da
levedura N. friedmannii, muito provavelmente por serem encontradas em menor quantidade,
talvez em virtude de uma menor resisténcia a outras condicdes fisicas extremas presentes no
Deserto do Atacama, tais como salinidade, temperatura, dessecacéo e baixa concentracao de
nutrientes - meio oligotrofico (Pulshen et al., 2015; Schmidt et al., 2017; Solon et al., 2018;
Lynch et al., 2012). A fim de confirmar-se a real abundancia dos isolados em relacdo a N.
friedamannii, sdo necessarios novos estudos ecoldgicos, além também de estudos para
determinar sua resisténcia a demais fatores ambientais extremos (salinidade, temperatura,
dessecacdo, etc.) presentes no Deserto do Atacama. Além disso, novos estudos devem avaliar
a possibilidade de uma relacdo direta ou indireta entre a resisténcia a radiacdo UV-C e demais

fatores ambientais.
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