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Resumo
O processo de oxidagdo biologica do manganés (Mn) j& é conhecido para bactérias

e fungos, entretanto, ainda ndo é conhecida a participacdo de leveduras neste processo.
Para investigar esta hipotese, o objetivo geral desse trabalho foi isolar leveduras e avaliar
capacidade de oxidar o Mn(l1). Inicialmente oito leveduras foram isoladas a partir de agua
de mina brasileira e cultivadas em meio YPD contendo de 1 a 54mM de Mn(ll). Foi
observado crescimento de leveduras em até 32mM deste ion. Também observou-se
alteracdo na morfologia da coldnia, escurecimento do meio de cultura e/ou escurecimento
das col6nias, sugerindo a capacidade de oxidar o Mn(ll). Posteriormente os isolados
foram caracterizados pelo perfil de assimilagédo de fontes de carbono (Auxanograma), 0s
quais mostraram que dentre as oito leveduras isoladas, trés eram Candida guilliermondii
e cinco Rhodotorula mucilaginosa. Para confirmar a identificacdo das espécies, foi
utilizada a estratégia de sequenciamento e analise filogenética da regido ITS1-5.8S-ITS2.
Os resultados confirmaram a identificacdo dos isolados de R. mucilaginosa, enquanto que
os trés isolados previamente identificadas como C. guilliermondii foram reclassificados
em Meyerozyma gulliermondii (teleomorfo de C. guilliermondii) e Meyerozyma
caribbica (teleomorfo de Candida fermentati). A seguir, foram realizados ensaios para
avaliar a capacidade dos isolados de remover o ion Mn(Il). Para isso foi utilizado meio
YPD contendo 0,91mM do ion Mn(ll), sendo avaliados durante sete dias: o crescimento
das leveduras, pH e o decaimento do Mn (Il), medido por espectrometria de emisséo
atdbmica com fonte plasma. M. guilliermondii e M. caribbica foram capazes de remover
100% do Mn(ll) presente no meio de cultivo, enquanto R. mucilanigonosa removeu 10%.
N&o foi observado aumento do pH durante os ensaios, sugerindo que a remogao do Mn(ll)
foi bioldgica. A seguir, os ensaios foram reproduzidos nas mesmas condi¢bes e as
leveduras, submetidas a microscopia eletronica de varredura acoplada a microanalise de
EDS. Os dados sugerem alteracdo na textura das células e o revestimento da parede
celular com Mn para os isolados M. guilliermondii e M. caribbica. Também foram
analisadas colonias mantidas em placas contendo 32mM de Mn(ll) evidenciando que as
leveduras foram capazes de oxidar e adsorver 0 Mn que estava no meio de cultura.
Tomados em conjunto, os dados obtidos neste trabalho permitem concluir que M.
guilliermondii e M. caribbica possuem um importante papel no ciclo biogeoquimico do
manganés.

Palavras—chave: manganés, leveduras, oxidagdo, Rhodotorula mucilaginosa,

Meyerozyma caribbica, Meyerozyma guilliermondii.
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Abstract
The biological process of Mn oxidation has been known for bacteria and fungi,

however, it isn’t known the participation of yeasts in this process. To investigate this
hypothesis, the aim of this study was to isolate yeasts and assess the ability of Mn(ll)
oxidation. Initially, eight yeasts were isolated from a Brazilian mine water and cultured
on YPD medium containing 1 to 54mm of Mn(ll). It was observed that the yeasts grew
up to 32mM of this ion. It was also observed browning of the medium and/or darkening
of the colony, suggesting the ability to catalyze the oxidation of Mn(ll) ion, in addition
to change in colony morphology. Among the isolates, three were identified as Candida
guilliermondii and five as Rhodotorula mucilaginosa by using the assimilation of carbon
sources (Auxanogram) profile. This identification was confirmed by sequencing and
phylogenetic analysis of the ITS1-5.8S-1TS2 region. The results confirmed the
identification of R. mucilaginosa isolates, while three isolates previously identified as C.
guilliermondii have been reclassified as Meyerozyma gulliermondii (teleomorph of C.
guilliermondii) and Meyerozyma caribbica (teleomorph of Candida fermentati). Small-
scale batch experiments with YPD medium containing 0,91mM of Mn(Il) in a one week-
long period was performed to evaluate Mn(1l) removal ability by the isolates. During this
time, isolates growth and pH were monitored and decay of Mn(ll) were measured by
atomic emission spectrometry with plasma source. M. guilliermondii and M. caribbica
were able to remove 100% of Mn(I1) of the medium, whereas R. mucilanigonosa removed
10%. We not observed an increase in pH medium during the assay, suggesting the
occurrence of biological Mn(ll) removal. Furthermore, the isolates grew up on YPD
medium with and without Mn(Il) ion were analyzed by scanning electron microscopy
coupled with EDS microanalysis. The data suggest abnormal cells texture and the cell
wall coating with Mn in M. guilliermondii and M. caribbica isolates. Colonies maintained
on plates containing 32mM of Mn(ll) have also been analyzed, showing that the yeasts
were able to oxidize and adsorb the Mn of the medium. The results obtained in this study
allow us to conclude that M. guilliermondii and M. caribbica play an important role in
the biogeochemical cycling of manganese.

Keywords: manganese, yeasts, oxidation, Rhodotorula mucilaginosa, Meyerozyma

caribbica, Meyerozyma guilliermondii.
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1. Introducéao



1.1 O Manganés (Mn)

O Mn é um elemento quimico essencial aos seres vivos, o qual é requerido para
0s processos de crescimento, desenvolvimento e homeostase (Erikson et al., 2005).
Especificamente, 0 Mn é importante para a formacéao dos ossos, metabolismo de lipideos,
proteinas e carboidratos, regulacdo do agicar no sangue e absorcao de calcio. Nos seres
humanos e animais o Mn atua como cofator de varios processos enziméticos
(Butterworth, 1986; Erikson e Aschner, 2003).

O Mn existe em varias formas quimicas. Pode ser encontrado em diferentes
estados de oxidacdo como Mn(I1), Mn(l1l), Mn(IV), Mn(VI) e Mn(VIl), mas do ponto
de vista ambiental e bioldgico os estados de oxidagdo mais importantes sdo o Mn(ll),
Mn(111) e Mn(IV) (Epa, 1994). Outras formas de aquisi¢do do Mn podem ser atraves de
sais (sulfatos e cloretos de Mn) ou na forma de minerais como oOxidos, hidréxidos,

carbonatos e silicatos (Cetem, 2005).

O Mn é encontrado em efluentes e drenagens de praticamente todas as mineragdes
brasileiras. O Brasil é 0 sexto maior produtor de Minério de Mn e apresentou 11,6% da
producdo mundial no ano de 2011. No Estado de Minas Gerais se localizam as maiores
reservas com 87% do total, seguido pelo Mato Grosso do Sul com 6,5%, Pard com 4,3%

e outros estados com 2,2% (Usgs, 2012).

O Mn tem desempenhado um papel fundamental no desenvolvimento dos diversos
processos de producdo do aco, pois € o quarto metal mais utilizado no mundo, depois do
ferro (Fe), do aluminio (Al) e do cobre (Cu), e esta presente em nosso dia a dia, como no
aco utilizado em carros e na construcao civil. Por isso, cerca de 90% de todo o Mn
consumido anualmente vai para siderdrgicas como elemento de liga. O mercado de pilhas
aparece em segundo lugar como o mais importante em termos de consumo (lbram, 2012).
Por possuir propriedades quimicas versateis, 0 Mn também € utilizado em varios outros
processos industriais tais como na fabricacdo de vidro e ceramica, adesivos, soldadura,

tintas e aditivos de gasolina (Keen et al., 1999).

No Estado de Minas Gerais 0 Mn é um importante constituinte dos solos, o qual
é considerado constituinte natural das dguas que o drenam. Porém, neste estado brasileiro
0 Mn tem sido associado a desconformidades com os limites estabelecidos nas
Resolugcdes CONAMA 357/2005 e 430/2011 (Igam, 2012) que determinam que o padrao
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de lancamento em efluentes seja de 1,0mg/L (0,02mM) e, para aguas de classe 1, 0,1mg/L
(0,002mM) de Mn dissolvido (Conama, 2005; 2011). Segundo o Instituto Mineiro de
Gestdo das Aguas (IGAM), a frequéncia constante e elevada das concentragdes destes
parametros em Minas Gerais pode estar relacionada as atividades do setor mineiro e
metaldrgico, uma vez que o beneficiamento de minérios de Mn resulta na contaminacao
dos efluentes com o elemento, como também relacionado ao manejo inadequado dos

solos sem os devidos cuidados para preservacao da vida aquatica (Ilgam, 2012).

Embora o Mn seja considerado um elemento essencial para os seres humanos,
uma exposicdo a altas concentracbes € toxica ao organismo, podendo desencadear
intoxicacdo com consequentes patologias associadas. Os modos de exposi¢do ao Mn séo
principalmente pela ingestdo de &agua e alimentos, absorcdo dérmica e inalagéo
prolongada em atividades como soldagem e mineragéo (Aschner et al., 2007).

A ingestdo de alta concentracdo de Mn através de &gua contaminada esta
relacionada com deficiéncias intelectuais em criancas, e 0 excesso do Mn pode acumular
no cérebro e levar a doencas neuroldgicas (Aschner et al., 2007; Bouchard et al., 2011).
Desse modo, o Mn é um fator ambiental de risco para disfuncdes neuronais e
neurodegenerativas. Niveis elevados de Mn no cérebro tém sido associados a sindrome
manganismo que causa sintomas como tremor, rigidez e movimentos distonicos, tragos

caracteristicos da doenca de Parkinson (Bowman e Aschner, 2014).

O excesso do Mn além de ser toxico ao organismo humano também é prejudicial
ao ambiente, uma vez que afeta 0s ecossistemas e 0s sistemas de abastecimento de agua.
O excesso de Mn no ambiente pode afetar uma variedade de processos bioldgicos, tais
como a fotossintese e a fixacao de carbono (Tebo et al., 2005). J& a presenca do Mn na
agua pode causar problemas organolépticos e operacionais. O Mn confere odor e gosto
metalico a agua, bem como aumento da turbidez, mudanca na cor além de causar
incrustagdes, podendo ser acumulado nas redes de abastecimento de agua (Who, 2008;
2011).

Desse modo, faz-se necessario o tratamento dos efluentes contendo elevadas
concentracdes de Mn, seja pelas questdes de saude publica como pelos impactos

ambientais e econdmicos diretamente relacionados com a qualidade das aguas.



1.2 Tratamento de Efluentes Contendo Mn

A remocao do Mn dos efluentes pode ser efetuada por processos fisico-quimicos
ou por processos bioldgicos. O tratamento fisico-quimico convencionalmente é realizado
pela oxidacdo inorganica que consiste, geralmente, na adicdo de agentes oxidantes para

oxidar o ion Mn(lIl) a Mn(IV) e precipita-lo.

A remocdo do Mn pela adi¢cdo de agentes oxidantes é alcancada utilizando-se
cloro (Cl2), permanganato de potassio (KMnOs) e 0z6nio (O3). A oxidac¢do do Mn(ll) por
agentes oxidantes ¢é altamente dependente do pH, temperatura, concentracdo e tempo de

reacao inicial do Mn dissolvido (Van Benschoten et al., 1992).

A utilizacdo do cloro como agente oxidante na presenca de elevada concentracéo
de matéria organica pode promover a formacdo de trihalometanos (THMSs), que sdo
considerados cancerigenos além de substéncias inorganicas indesejaveis como clorito e
clorato (Gopal et al., 2007). O ozbnio é pouco efetivo para oxidagdo na presenca de &cidos
himicos e 0 permanganato de potassio é recomendado para sistemas de abastecimento
agua de pequeno porte, uma vez que ocorre 0 risco do escape do permanganato, podendo
ocasionar mudangas na coloracdo da agua para tons de rosa (Clearinghouse, 1988;
Gregory e Carlson, 2003).

A remocdo quimica também pode ocorrer de outra forma distinta da oxidacéo-
precipitacdo, nesse caso trata-se da remocao quimica por adsorcdo. A adsorcdo do Mn
pode ser efetuada com resinas de troca-idnica (Zainol, 2009), carvado ativado
quimicamente modificado (Savova, 2003), calcario (Silva, 2010) e zedlitas naturais
(Rajic, 2009) e modificadas (Dimirkou, 2008). Os dxidos de Mn também séo adsorventes
para o ion Mn(ll), promovendo sua oxidacdo. Nessa oxidacao, primeiramente o Mn(ll) é
adsorvido na superficie do 6xido-hidréxido de Mn sendo entdo oxidado a Mn(lll). Em

seguida, este ultimo se converte a Mn(IV) (Morgan, 1964).

As desvantagens dos método fisico-quimicos podem ser descritas como custo
mais elevado e a possibilidade da producéo de subprodutos perigosos e/ou introducao de
outros poluentes para o efluente em tratamento (Carraro et al., 2000). Entdo, como
alternativa a tais tratamentos, tem sido dada bastante atencdo ao tratamento bioldgico

através da biorremediacdo dos efluentes contaminados. A biorremediacdo de metais



poluentes continua sendo, nos dias de hoje, um grande desafio para a biotecnologia

ambiental (Gavrilescu, 2004).

1.3 Remocao Bioldgica do Manganés

A biorremediagdo do Mn ocorre através da imobilizacdo do metal pelos micro-
organismos por meio de trés mecanismos principais: biossorc¢ao, acumulagéo intracelular

e biomineralizacdo (Gadd, 2010). A Figura 1 ilustra exemplos destes trés mecanismos.

Célula Microbiana

Biomineralizagdo

(Oxidagéo)
Mn?*

(Mn soldvel) .

Acumulacéo

Intracelular Mn

em @
Armazenamento em organelas Y
(eucariotos) -

MnOx (Mn**)

(Mn insoluvel)

Parede celular com
carga negativa I I

Mn com MnZ* e Mn*
carga positiva

Biossorcao
(Adsorgéo)

Figura 1: Mecanismos de interagdo do manganés com a célula microbiana que podem ser
aproveitadas para aplicagdes de biorremediag&o.

A biossorcao pode ser definida como a captacdo de espécies metalicas organicas
e inorganicas, tanto sollveis como insoltveis, pela adsor¢do (Gadd, 2004) a qual pode
ser utilizada como estratégia de remoc¢éo de metais toxicos de efluentes. O mecanismo
ocorre através da adsorcdo passiva (sem gasto de energia) do metal pelas células

microbianas, resultando na formacéo de complexos organico-metalicos com constituintes



da parede celular microbiana, capsulas ou polimeros extracelulares sintetizados e

excretados pelos micro-organismos (Gavrilescu, 2004).

A acumulacdo intracelular € um processo que requer energia para a captura do
cations metélicos para dentro da célula (Gavrilescu, 2004). Na acumulacéo intracelular
estdo envolvidos processos como permeabilidade e transporte de membrana, sequestro
intracelular, armazenamento do metal em organelas e a precipitacdo intracelular (Gadd,
2004; Gadd, 2010).

A biomineralizacdo consiste tanto na precipitacdo organica formando oxalatos
metalicos (realizado por fungos) (Gadd, 2004), quanto na inorganica com a formacéo de
carbonatos, sulfetos, hidroxidos e 6xidos metélicos (Gadd, 2010). Dentre os diferentes
tipos de biomineralizacdo do Mn, a oxidacdo microbiana do Mn(ll) a 6xidos de Mn(1V)
ganha cada vez mais atencao no que diz respeito a aplicacdo ambiental (Katsoyiannis e
Zouboulis, 2004; Stembal et al., 2005). A remoc&o do Mn através da oxidacio do Mn(l1)
aMn(lV) é catalisada em até cinco ordens de magnitude mais rapidas que as reacdes por

processos fisico-quimicos (Tebo, 2004).

Nos ultimos anos, varios relatos ilustram a vantagem dos processos de remocao
biolégica do Mn para o tratamento de aguas subterraneas através da oxidagdo microbiana
do metal e sua consequente precipitagdo. Tal processo pode minimizar a adicdo de
reagentes quimicos, resultando na reducao dos custos operacionais e também na formacao
de subprodutos. Nesse sentido, a oxidacdo do ion Mn(ll) por micro-organismos €
considerada como uma estratégia potencialmente aplicavel para a remocao e recuperagédo

do metal de 4guas contaminadas (Katsoyiannis e Zouboulis, 2004; Stembal et al., 2005).

1.4 Oxidacéo Bioldgica do Mn

Os micro-organismos que oxidam o Mn (MOMn) formam um grupo
filogeneticamente distinto, o qual é caracterizado pela habilidade de catalisar a oxidagédo
do Mn(Il) solavel a 6xidos de Mn(IV) insolUveis que sdo precipitados. Os depositos
extracelulares de 6xidos de Mn séo facilmente detectados devido a coloragdo marrom ou

negra que possuem (Nealson, 2006).



Os MOMnN estdo amplamente distribuidos por diversos ambientes e séo
representados principalmente por bactérias e fungos, sugerindo que eles possuem um
papel de fundamental importancia no ambiente (Webb et al., 2005). Acredita-se que a
maioria dos Oxidos e hidroxidos de Mn encontrados nos solos, sedimentos e ambientes
aquaticos sdo de origem biogénica (Tebo, 2004). Outros organismos como algas,
cianobactérias e até mesmo outros eucariotos também podem oxidar o Mn, mas com
pequena representatividade (Nealson, 2006). A seguir serdo abordados detalhes do uso de
MOMN.

1.4.1 Oxidacao Biologica do Mn Mediada por Bactérias

Muitas espécies de bactérias possuem a capacidade de oxidar o Mn e deposita-lo
nas células, bainhas ou esporos na forma de 6xidos de Mn. Algumas espécies promovem
oxidagdo de forma ndo enzimatica, outras de forma enzimatica (Tebo et al., 2005).

A oxidacdo bacteriana do Mn(Il) pode ocorrer por meio de mecanismos indiretos
ou diretos. Na oxidacdo indireta a célula bacteriana pode estar envolvida: 1) na producéao
de radicais livres ou agentes oxidantes como perdxido de hidrogénio, superdxido e o
radical hidroxila; 2) na modificacdo do ambiente redox pela producdo de oxigénio ou
aumento do pH devido ao consumo de acidos e de gas carbdnico (CO>), ou ainda pela
liberacdo de amdnia; 3) na producéo de quelantes de Mn tais como quelantes orgéanicos

ou o proprio éxido de Mn que é um excelente quelante do ion Mn(ll) (Nealson, 2006).

Nos mecanismos diretos de oxidacdo, algum componente celular como
polissacarideos e proteinas, catalisam a reacdo de oxidacdo do ion Mn(ll) (Nealson,
2006). A catélise enzimética também pode ocorrer com o envolvimento dos sistemas das
enzimas multicobre oxidases (MCOs) (Tebo et al., 2005).

O mecanismos bioguimico da oxidacdo do ion Mn(ll) ainda ndo esta
completamente elucidado (Tebo et al., 2005), entretanto, foi assinalada a possibilidade da
existéncia do intermediério Mn(l11) soltvel no decorrer da oxidag&o do Mn(Il) a Mn(IV).
Tais achados sugerem que a oxidagdo do Mn(Il) envolve um Gnico sistema de MCOs que
¢ capaz de catalisar a reacdo global de oxidacédo de dois elétrons do substrato, em duas
etapas com a formagéao do intermediario Mn(I11) (Webb et al., 2005). Alguns exemplos



de enzimas MCOs que ja foram demonstradas por participarem da oxidacéo do ion Mn(Il)
estdo presentes em L. discophora (MofA), P. putida (CumA), Bacillus sp. (MnxG) e
Pedomicrobium sp. (MoxA) (Miyata et al., 2007).

O conhecimento do estado de oxidacdo do Mn é importante para a definicdo do
tratamento que seré aplicado nos efluentes liquidos industriais (Clearinghouse, 1988). O
Mn pode apresentar varios estados de oxidacdo e a predominancia de cada uma das
formas depende do pH, Eh e temperatura da &gua. O ion Mn(ll) apresenta estabilidade
termodindmica na auséncia de oxigénio e em pH baixo, enquanto os ions Mn(lll) e
Mn(IV) séo favorecidos na presenca de oxigénio e valores altos de pH (Nealson, 2006),

como esquematizado na Figura 2.

Bactéria
Alto pH eEh

V\/

Baixo pH e Eh
Acidos orgénicos
Fe(ll), H,S
Bactéria

Figura 2: Ciclo dos estados de oxidacdo do Mn encontrados na natureza. Mn(ll) é
termodinamicamente estavel, na auséncia de O; e baixo valor de pH, enquanto na presenca de O,
e alto valor de pH prevalecem os ions Mn(lll) e (IV), os quais ocorrem na forma de (6xido)
hidréxidos insoltveis (Adapatado de Nealson, 2006).

Exemplares de bactérias que oxidam o Mn(Il) ja foram isoladas de uma variedade
de ambientes como ndédulos de Mn nas profundezas do mar, plumas de ventilagdo
hidrotermais, desertos, depdsitos de Mn em aguas de tubulagdes, biofilme em superficies
de lagos ricos em Mn, lagos de agua doce e depoésitos de ferromanganés (Tebo et al.,
2005). Finalmente, alguns dos primeiros exemplos representativos de estudos com
bactérias relacionadas com a oxidacdo do Mn, envolvem as bactérias atualmente

consideradas como organismos modelo na oxidagdo do Mn. Tais estudos foram realizados
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com as bacterias: 1) Leptothrix discophora cepa SS-1, a partir da qual foi detectada a
presenca de uma proteina extracelular envolvida com a oxidacdo do Mn(ll); 2)
Pseudomonas putida cepa GB-1, que depositou 6xidos de Mn em volta da célula, os quais
eram proveniente de uma oxidacdo catalisada no inicio da fase estacionaria de
crescimento na presenca de oxigénio (Okazaki et al., 1997); 3) Esporos marinhos de
Bacillus sp. cepa SG-1, que ao serem revestidos pelo ion Mn(ll), instantemente o
oxidavam a Oxidos de Mn, através de um mecanismos ainda nédo identificado (De Vrind
et al., 1986). Os achados com estas bactérias serviram de base para futuros estudos de

oxidacéo biologica do Mn.

1.4.2 Oxidacao Bioldgica do Mn Mediada por Fungos

Apesar de as bactérias terem um importante papel na formacédo de 6xidos de Mn
biogénicos, 0 mesmo também é verdadeiro para os fungos. Pesquisadores sugeriram uma
similaridade entre o mecanismo enzimético envolvido com a oxidagdo do ion Mn(ll)
realizado por bactérias e fungos, devido a presenca da atividade de peroxidases e

multicobre oxidases (MCQOs) em ambos os organismos (Tebo et al., 1997).

Alguns fungos basidiomicetos sdo bem caracterizados em oxidar o ion Mn(ll).
Eles utilizam a oxidacdo do Mn(ll) para degradar a lignina. Sdo secretadas as enzimas
manganés peroxidases (MnP) que catalisam a oxidagdo de Mn(ll) a Mn(lll) através do
H>02 na presenca de um quelante adequado para 0 Mn (acidos organicos, pirofosfato). A
oxidacdo resulta na formacao de um composto oxidante de lignina, o quelato de Mn(lI1).
O Mn(l11) quelado, por sua vez, age como um mediador redox de baixo peso molecular
que ataca estruturas fenolicas da lignina, resultando na formacdo de radicais livres
instaveis que tendem a desintegrar-se espontaneamente (Wariishi et al., 1992) como

ilustrado na Figura 3.

Dois grupos ecofisiologicos de basidiomicetos secretam a enzima MnP em
variadas formas no ambiente. Esses fungos séo os decompositores de madeira que causam

a podrid&o branca e os fungos decompositores de solo (Hofrichter, 2002)



Fungo ligninolitico
N decompositor de solo

q Degradagdo da lignina

Q@

quedados

L’: . Sk e
. o .4 Fungo ligninolitico da
h i ) podridao da madeira

Figura 3: Imobilizacéo do ion Mn(11) por fungos ligninoliticos. Adaptada de Hofrichter, 2002.

Outra enzima utilizada na degradacéo de lignina, a enzima lacase, a qual faz parte
da familia das MCOs, também esta relacionada com o mecanismo de oxidagédo do ion
Mn(I1) por fungos (Tebo et al., 2005). A enzima lacase, do mesmo modo que a MnP,
catalisa a oxidacdo do Mn(ll) a Mn(lll) na presenca de um quelante de Mn (Baldrian,
2006).

A oxidacdo enzimatica do ion Mn(Il) foi identificada em outros fungos além dos
basidiomicetos. Estudos sugerem que as MCQOs também atuam como oxidantes de Mn(ll)
em diversos ascomicetos (Miyata et al., 2004; Miyata et al., 2006; Thompson la Fau -
Huber et al., 2006). Um fungo ascomiceto como Acremonium sp. KR21-2 mostrou
atividade enzimatica com a ocorréncia da oxida¢do do Mn(ll) a Mn(IV) (Miyata et al.,
2004), assim como Galumannomyces graminis foi capaz de oxidar o Mn(ll), sendo este

processo catalisado pela lacase (Thompson la Fau - Huber et al., 2006).

Varios outros fungos sao capazes de oxidar o Mn, incluindo os géneros Alternaria,

Cladosporium, Coniothyrium, Curvularia, Penicillium, Phoma, Verticillium, entre
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outros, que ja foram isolados de ambientes mais diversos tais como solo, superficies
rochosas, sedimentos, esgotos, &gua salgada e doce, e em sistemas de distribuicéo de dgua
(Timonin et al., 1972; De La Torre e Gomez-Alarcon, 1994; Miyata et al., 2006; Miyata
et al., 2007).

Foi proposta a possibilidade da existéncia de uma cooperacao entre as atividades
das enzimas lacase e MnP. Na presenca do ion Mn(ll) e do acido orgéanico oxalato, a
lacase produz oxalato de Mn(l11). O dltimo, inicia um conjunto de reagdes em cadeia que
conduzem a formacédo de H>O>, o qual é fundamental para as rea¢cGes da MnP (Schlosser
e Hofer, 2002).

1.4.3 Leveduras e 0 Mn

Enquanto as bactérias tém sido reconhecidas como os principais MOMnN na
natureza, menor atencdo foi dada para o papel dos fungos na biogénese de 6xidos de Mn.
Neste sentido, a literatura relata apenas a atuacdo de fungos filamentosos, ascomicetos ou
basidiomicetos, na ciclagem do Mn, e nada se tem descrito sobre o possivel envolvimento

das leveduras em tal processo.

Estdo disponiveis na literatura somente dois trabalhos que relatam a existéncia de
uma relacdo entre leveduras e a tolerancia a altas concentracdes do Mn. O primeiro estudo
foi realizado com a levedura Rhodotorua gluitinis R-1 isolada de adguas termais acidas
contendo Mn e Al dissolvidos. Foi mostrada a resisténcia da levedura através da
capacidade de crescer em até 300mM do ion Mn(ll) em meio GPY liquido (glicose,
polipeptona e extrato de levedura), sendo que quanto maior a concentracdo do Mn, menor
a taxa de crescimento microbiano. Como forma de adaptacdo ao ambiente acido e a
presenca dos metais, a levedura mudou componentes da membrana celular, assim como
a forma do envelope celular através do aumento da espessura e enrugamento da parede
(Nguyen et al., 2001).

No segundo estudo, cepas de leveduras nigerianas também foram analisadas
guanto aos padrdes de resisténcia a metais pesados como Cu, Mn, cadmio (Cd), prata
(AQg) e zinco (Zn). As leveduras foram resistentes a todos os metais ap6s dois dias de

incubacéo em placas. As maiores tolerancias observadas foram para 0 Mn e o Cu, com a
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ocorréncia de crescimento celular alcancando a concentracdo de até 20mM destes

elementos (Olasupo et al., 1993).

1.5 Importancia Biotecnoldgica das Leveduras

Leveduras s&o descritas na literatura como fungos unicelulares e geralmente séo
representas por pequenas celulas individuais que se reproduzem por brotamento ou por
fissdo. Varias leveduras exibem a formacao de hifas ou pseudo-hifas, compostas por uma
cadeia alongada de brotos. O termo “levedura” ndo possui sua propria legitimidade
taxondmica e representa uma forma de crescimento que estd presente em varios grupos

de fungos ndo relacionados (Choudhary e Johri, 2009).

As leveduras tém sido utilizadas para a fabricacdo de péo, cerveja e vinho desde
os tempos antigos. O papel na fermentacdo foi reconhecido por Pasteur e as primeiras
culturas puras fermentadoras de cerveja e de vinho foram obtidas por Hansen e Muller-
Thurgau, respectivamente, no final do século XIX. Desde entdo, a utilizacdo de leveduras
se tornou uma prética padrdo na fermentacdo industrial, ndo so para alimentos e bebidas,
mas também para uma ampla variedade de produtos feitos por leveduras ou a partir de
células de leveduras (Deak, 2009).

Como atributo tradicional, tem-se o0 papel das leveduras na fermentacéo de varios
produtos como cerveja, cidra, vinho, saqué, bebidas destiladas, paes, queijo, salsicha,
entre outros. Entretanto, outros processos industriais ja consagrados como a producéo do
bioetanol, racdes, enzimas industriais e metabdlitos de pequeno peso molecular,
envolvem a participacdo das leveduras (Johnson e Erasun, 2011). A Tabela 1 ilustra

algumas espécies de leveduras com suas respectivas aplicagdes biotecnoldgicas.
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Tabela 1: Espécies de leveduras e suas aplicacdes em biotecnologia. Traduzido de Deak, 20009.

Espécie Aplicacdo Biotecnoldgica
Candida milleri Agricultura
C. shehatae Bioetanol
C. sake Biocontrole
C. oleophila Proteina
C. maltosa Queijo, salsicha, proteases
Debaryomyces hansenii Amilase
D. (Schwanniomyces) occidentalis Riboflavina

Eremothecium ashbyi
Geotrichum candidum
Hanseniaspora uvarum

Kluyveromyces marxianus
K. lactis
Pachysolen tannophilus
Pichia angusta (Hansenula polymorpha)
P. anbmala
P. jadinii (C. utilis)

P. pastoris
P. stipitis
Pseudozyma flocculosa
Rhodotorula glutinis
Schizosaccharomyces pombe
Saccharomyces cerevisiae

S. exiguus
S. boulardii (S. cerevisiae)
Saccharomycopsis fibuligera
Torulaspora delbrueckii
Zygosaccharomyces rouxii

Aprimoramento do queijo
Fermentacdo de vinho
Fermentacéo de leite; proteina do soro
Fermentacéo de leite; proteina do soro
Bioetanol
Astaxantina
Bioetanol
Biocontrole
Mateéria-prima
Proteina heter6loga
Bioetanol
Biocontrole
Caroteno
Fermentacéo de cidra
Fermentacéo cerveja, pao, vinho; bioetanol,
invertase; proteina heteréloga
Agricultura
Probidtico
Amilase
Agricultura
Molho de soja

A levedura Saccharomyces cerevisiae foi o primeiro organismo eucariftico a

possuir 0 genoma sequenciado, e deste modo, é amplamente reconhecida como modelo

para estudos genéticos e bioguimicos além de estudos celulares e moleculares de

eucariotos. Sua sequéncia génica tornou-se entdo, uma referéncia de comparacdo nos

estudos com animais, plantas e o homem, uma vez que possuem inumeros genes

conservados (Costanzo et al., 2011). Recentemente, algumas espécies de leveduras, entre

elas S. cerevisiae, foram geneticamente modificadas para a producdo heteréloga de

enzimas de interesse farmacéutico. Leveduras também possuem um papel importante na

agricultura como agentes de biocontrole, indicadores de qualidade ambiental além de

serem utilizadas em processos de biorremediagdo, como no tratamento de efluentes e

remocao de poluentes (Johnson e Erasun, 2011).
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1.5.1 Tratamento de Efluentes por Leveduras

Dentre as aplicagOes das leveduras na biotecnologia, vem sendo dada atengéo ao
papel de tais micro-organismo na degradacgéo de poluentes e no tratamento de efluentes.
A aplicacdo de leveduras em tais processos, foi sugerida pela primeira vez a
aproximadamente 18 anos por pesquisadores japoneses. Eles fizeram uso de leveduras
para o tratamento de um efluente industrial de produgdo de 6leo e obtiveram bons
resultados (Chigusa et al., 1996). Nesse aspecto, também ja foram descritas leveduras
com capacidade de degradar substancias como compostos fendlicos (Jiang et al., 2010),
corantes (Yang et al., 2003), nitrobenzeno (Zheng et al., 2009), biodiesel (Diego Gil De
Los et al., 2012) e hidrocarbonetos (Zinjarde e Pant, 2002). Algumas leveduras também
estdo envolvidos nos processos de oxidagdo do cromo (Cr) (Rajpert et al., 2013).

Leveduras isoladas do lodo ativado de estagcOes e tratamento foram avaliadas
quanto a remogéao de trés tipos de corantes (preto, vermelho e azul) do meio de cultivo.
Os trés corantes foram removidos do meio e tal remocdo geralmente ocorre devido a
biossorcdo pela interacdo das células com o corante ou por catalise enzimatica. As
atividades enziméticas da lacase e MnP foram medidas, e estas enzimas estavam de fato
envolvidas na remocéo do corante (Yang, Q. et al., 2013). As duas enzimas relacionadas
com a remocdo do corante por leveduras sao as mesmas enzimas capazes de oxidar o
Mn(I1) por fungos filamentosos. Elas sdo enzimas direta ou parcialmente responsaveis
pela degradacdo de varias substancias e tem sido estudadas devido a habilidade de
degradar poluentes e substratos ndo especificos (Kaushik e Malik, 2009).

Um estudo utilizando leveduras do género Candida para a remocgao do corante
Amaranto através da biossorcdo, mostrou que tal processo, independe da superficie
celular, ndo havendo relacdo entre superficie disponivel de célula e quantidade de corante
adsorvido. Estes dados reforcam a ideia de que a capacidade de absorcao esta relacionada
as caracteristicas da membrana de cada espécie em questdo. Deste modo, foi sugerida a
possibilidade do uso de leveduras de tal género para o tratamento microbiologico, como

uma forma alternativa para o uso em biorreatores (Camargo e Corso, 2002).

O processo de biossorcdo em leveduras ndo est restrita a remocao de corantes. A
biomassa de leveduras tem sido utilizada como biossorvente para a remocao de Ag, Cd,
Cr, Cu, Zn, ouro (Au), cobalto (Co), niquel (Ni), chumbo (Pb), uranio (U) e tério (Th), a
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partir de solucGes aquosas. Leveduras dos géneros Saccharomyces, Candida e Pichia sdo

eficientes biossorventes de metais pesados (Podgorskii et al., 2004; Wang e Chen, 2009).

Levando em consideragdo que micro-organismos como bactérias e fungos
filamentosos sdo conhecidos por oxidar o ion Mn(ll), que as enzimas envolvidas na
oxidacdo do Mn por fungos filamentosos também ja foram expressadas por leveduras e
que a biomassa de leveduras atua como biossorvente de metais, a hipdtese deste trabalho
foi de que assim como as bactérias e os fungos, as leveduras também s&o eficientes no
processo de oxidacdo do Mn. Portanto, a ideia principal do presente estudo foi investigar
a potencial habilidade de isolados de leveduras de uma agua de mina contendo Mn, no

que diz respeito a oxidacéo do ion Mn(ll) e remocdo do metal do meio.
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2. Objetivos
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2.1 Objetivo Geral

Baseado no potencial biotecnol6gico dos micro-organismos para o tratamento de
efluentes associados ao Mn, este projeto propde selecionar espécies de leveduras com

capacidade de remover o ion Mn(Il).

2.2 Objetivos especificos

e Selecionar leveduras tolerantes ao ion Mn(ll).

e Auvaliar a toleréncia a concentracfes crescentes de Mn.

e Caracterizar os isolados através do perfil bioquimico de assimilacdo de fontes
de carbono.

e ldentificar os isolados pelo sequenciamento e andlise filogenética da regido do
gene do rRNA.

e Determinar a eficiéncia no processo de remocao do Mn(ll).

e Verificar o comportamento das leveduras durante o processo de remogé&o.
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3. Materiais e Métodos
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3.1 Coleta das Amostras

Cerca de cinco litros de agua foram coletados de uma mina localizada no
Quadrilatero Ferrifero - Minas Gerais. A agua foi analisada em espectrdmetro de emisséo
atomica por plasma (Varian 725) para avaliar a presenca de elementos. Resumidamente,
a amostra é levada até o plasma de arg6nio onde os a&tomos, ao serem excitados, retornam
ao seu estado fundamental emitindo energia em comprimento de onda especifico. Uma
curva analitica foi preparada com padrdes de diferentes concentracdes de cada elemento
analisado para calibracdo do equipamento. Assim, a intensidade emitida por cada
elemento na amostra foi relacionada a sua concentracéo nas solucgdes padrdes, através da

equacao da reta obtida na calibracéo.

3.2 Enriquecimento Microbiano

Um litro da agua coletada foi submetido a filtracdo utilizando membrana de
0,22um (Millex, Millipore). Apos a filtracdo da amostra de agua, o filtro contendo os
micro-organismos foi cortado em pequenos pedagos e transferidos para tubos tipo falcon
contendo 10mL dos meios de cultivo Sabouraud, Batata e Mineral cujas composigoes
encontram-se na Tabela 2. As culturas foram incubados a 30°C sob agitacdo constante
de 150 rpm em shaker (Innova 44, New Brunswick) durante 24 horas. Na ocorréncia de
crescimento celular, 100ul da cultura foram estriados em placas de Petri contendo os
respectivos meios de cultivo. As placas forma mantidas a 28°C em estufa Biochemical
Oxygen Demand — BOD (TE-391, Tecnal) por 48 horas.

3.3 Isolamento das Leveduras

As coldnias com aparéncia semelhante a levedura que podiam ser visualizadas nas
placas dos diferentes meios foram novamente estriadas em placas contendo meio YPD
(Tabela 2) acrescido de MnSO4, na mesma concentragdo do ion Mn(I1) que a encontrada
na da &gua coletada da mina. O Mn(ll) foi incorporado ao meio pela adigdo de
Mn(SO4).H20 apos a esterilizagdo do meio. Previamente a adigdo ao meio de cultivo, o
Mn(SO4).H20 sofreu irradiacdo ultravioleta durante 15 minutos para a esterilizagéo e
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prevencdo contra a contaminagdo do meio por outros micro-organismos. As placas foram

mantidas a 28°C por 48 horas.

Os micro-organismos que cresceram nestas condigdes foram visualizados ao
microscopio optico (MediLux) para ser observado se a forma e o tamanho celular era

corresponde a uma célula de levedura.

As leveduras isolados foram posteriormente cultivadas em meio YPD (meio
comumente utilizado para cultivo de leveduras) adicionado de MnSOs4, e ap0s 24 horas,
foi adicionado glicerol PA 50% (v/v) e aliquotas de 1mL foram armazenadas em
eppendorfs & — 80°C.

Tabela 2: Composicdo dos meios de cultura utilizados para enriquecimento microbiano e
isolamento das leveduras.

Meio Sabouraud Meio Batata Meio Mineral Meio YPD
Componentes Composicao Componentes Composigédo Componentes Composigédo Componentes Composicao
Peptona 10g/L Infusdo de 200g/L NH:NO3 3g/L Peptona 20g/L

batata
Glicose 40g/L Dextrose 20g/L K;HPO, 1g/L Estrato de 10g/L
levedura

Agar*! 15g/L Agar*? 15g/L MgS0O,.7H,0 0,5g/L Glicose 20g/L
pH ajustado Sacarose 100g/L Agar*? 15g/L

para 7,6

Agar*! 15g/L MnS0,.H,0*? 0,15g/L
Ampicilina 100pg/uL

*1Adicionado quando necessario.
*2Adicionados ap6s autoclavagéo e resfriamento dos meios.

3.4 Teste de Tolerancia a Concentragdes Crescentes do fon Mn(ll)

Os isolados de leveduras foram crescidos em meio YPD solido e col6nias entre
18 a 24 horas foram repicadas em placas contendo meio YPD adicionado do ion Mn(l1).
Neste ensaio, foram utilizadas as seguintes concentrac6es do ion Mn(ll): 1, 5, 16, 32 e 54
mM.

As placas foram mantidas a 28°C por 30 dias. Observou-se a presenga de

crescimento de coldnias nas diferentes placas, mudanca de coloragdo e possiveis
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mudancas na textura das colénias. Como controle, foram mantidas nas mesmas condicdes
placas com todas as diferentes concentracfes do Mn contendo apenas o meio de cultivo

sem a presenga dos micro-organismos.

3.5 Identificacdo Bioquimica das Leveduras

Os isolados de leveduras foram submetidos aos testes de crescimento em fontes
de carbono (Auxanograma). Também realizou-se microcultivo dos isolados para a

observacao de formacao de hifas ou pseudo-hifas.

3.5.1 Auxanograma — Assimilacdo de Fontes de Carbono

A capacidade de assimilacdo de fontes de carbono pelos isolados foi testada pelo
Sistema APl 20C AUX da empresa BioMerieux. O kit APl 20C AUX é composto por
galerias (Figura 4) que possuem 19 clpulas contendo meio de cultura adicionado de
acucares e uma cupula testemunha sem fonte de carbono (ctpula controle). A relagdo dos
acucares presentes na galerias encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3: Acucares presentes no Kit API 20C AUX.

Testes Substratos Quantidade (mg/cupula)
0 Nenhum -
GLU D-Glucose 1,2
GLY Glicerol 1,2
2KG Calcio 2-ceto-Gluconato 1,2
ARA L-Arabinose 1,2
XYL D-Xilose 1,2
ADO Adonitol 1,2
XLT Xilitol 1,2
GAL D-Galactose 1,9
INO Inositol 2,36
SOR D-Sorbitol 1,2
MDG Metil-aD-Glucopiranosido 1,2
NAG N-Acetil-Glucosamina 1,2
CEL D-Celobiose 1,2
LAC D-Lactose (origem bovina) 1,2
MAL D-Maltose 1,2
SAC D-Sacarose 1,2
TER D-Trealose 1,2
MLZ D-Melezitose 1,2
RAF D-Rafinose 1,9
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Figura 4: Galeria do Kit APl 20C AUX. A galeria contém 20 cUpulas, para a inoculagdo da
levedura. A primeira é a cUpula testemunha ou ctpula controle na qual ndo ha adigdo de nenhuma
fonte de carbono, enquanto que as outras 19 clpulas possuem fontes de carbono diferentes.

Foi utilizada uma galeria para cada levedura, na qual as ctpulas foram inoculadas
com uma suspensdo realizada em um tubo com 2mL de Supensio Medium (BioMerieux)
com opacidade 2 da Escala de McFarland a partir de colénias com 18 a 24 horas. As
galerias foram armazenadas a 28°C por 72 horas em camara Umida. Foram feitas leituras

nos intervalos de 48 e 72 horas.

Observou-se o crescimento das leveduras e as clpulas que apresentaram-se mais
turvas que a cupula testemunha indicaram reacédo positiva. A partir dos resultados obtidos
com as galerias, foi realizada a comparacdo com o catalogo analitico online fornecido

pela empresa chegando-se as identificacGes das espécies, como mostrado na Figura 5.

0@
. PRO ANALISE - CURITIBA eri Web
BlOMERIEUX
e Y dar pies  Werificagdo das cores © Reiniciar
"’r4l'\._,ft' S0+ -0 0R 0010 0-) (- e I I
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0O GLU &LY [ ZKG ARA XvL | ADOD XLT GAL | INO SOR MDG | NAG CEL LAC | MAL SAC TRE | MLE RAF HIFH®

o o o o o o © Validar

Figura 5: Esquema da validacdo realizada no catalogo analitico online através dos resultados de
crescimento nas diferentes clpulas nas galerias do Kit APl 20C AUX. Nos espacos
correspondentes as 20 cupulas da galeria deve ser preenchido crescimento positivo (+) ou
negativo (-), assim como a formacdo ou auséncia de formacdo de hifa ou pseu-hifa. Apos
preenchidos todos os espacos, 0 programa é validado e a espécies correspondente é fornecida.
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3.5.1.1 Microcultivo das Leveduras

Como metodologia complementar ao Kit API 20C AUX realizou-se microcultivo
para observar a formacao de hifas ou de pseudo-hifas pelos isolados. As leveduras foram
primeiramente estriadas em Agar Fuba (150 mL de &gua destilada; 6,259 de farinha de
trigo amarela; 1,99 de agar, e 1,5 mL de Tween 80). Coldnias com 18 a 24 horas foram
repicadas em um pequeno pedaco de Agar Fuba dentro da placa de microcultivo (placa
de Petri, suporte para ldmina de vidro, laminula, e algodao hidrofilo) que foi coberto por
laminula. O algod&o da placa de microcultivo foi umedecido com agua destilada estéril
de modo a criar uma camara umida. As placas de microcultivo foram mantidas a 28°C

por 48 horas para a visualizacao das estruturas.

3.6 Identificagdo Molecular dos Isolados

3.6.1 Extragéo do DNA Gendmico (DNAQ)

Os isolados foram cultivados por 20 horas em meio YPD. Para recuperacdo dos
micro-organismos, 1mL de cultura foi transferida para tubos eppendorfs e as culturas
foram centrifugadas a 12.000 rpm, 4°C por dois minutos (Micro Hight Refrigerated
Centrifuge, Vision). Os pellets foram lavados com PBS estéril (8,76 g/L de NaCl; 0,568
g/L de NaoHPOy4; 0,272 g/L de KH2PO4; pH7,2). Em seguida, eles foram ressuspendidos
em 293uL de EDTA 50mM estéril, e foi adicionado 15 pL da enzima Lyticase
(20mg/mL). As amostras foram incubadas a 37°C por uma hora para a digestdo da parede
celular. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por dois minutos.
O sobrenadante foi descartado e o pellet foi utilizado para extracdo do DNAg com o
Wizard Geomic DNA Purification Kit (Promega).

Resumidamente, foram adicionados 300uL de Nuclei Lysis Solution e os pellets
foram homogeneizados suavemente. Adicionou-se 100uL de Protein Preciptation
Solution, e a mistura foi homogeneizada com auxilio de um agitador tipo vortex. Os tubos
foram incubados em gelo por cinco minutos e posteriormente centrifugados a 12.000 rpm,
4°C por trés minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo tipo eppendorf.
O DNA(g foi precipitado com isopropanol e etanol 70% e, posteriormente, ressuspendidos
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em 50uL de DNA Rehydratation Solution. Foram adicionados 1,5uL de RNAse Solution,
seguido de incubacgéo a 37°C, por 15 minutos. O DNAg foi reidratado com a incubacdo a
65°C por uma hora. A preparacao foi analisada em gel de agarose 0,6% e quantificada

com auxilio de um espectrofotémetro (NanovueTM GE Healthcare) com leituraa 260nm.

3.6.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNAg obtido a partir dos isolados de leveduras foram submetidos a
amplificacdes utilizando iniciadores para as regides de genes do rRNA 18S e regides
ITS1, 5.8S e ITS2 ja descritos por Grades e Bruns (1993) e Takano e cols. (2006). As
informagdes sobre os iniciadores encontram-se na Tabela 4 e as suas localizages ao

longo do gene do rRNA estdo ilustradas na Figura 6.

Tabela 4: Caracteristicas gerais dos iniciadores forward (F) e reverse (R) utilizados nas diferentes
reacoes de amplificagéo.

Iniciadores Sequéncia 5°—3’ Tm Gene
ITS5 GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G (F) 54°C ITS1-5.8SrRNA-ITS2
ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC (R)
NS3 GCA AGT CTG GTC CCA GCA GCC (F) 550C 18S rRNA
NS6 GCATCACAG ACC TGT TAT TGC CTC (R)
NS1 GTAGTC ATATGC TTG TCT (F) 53°C 18S rRNA
NS6 GCATCACAG ACC TGT TAT TGC CTC (R)
LROR ACC CGC TGA ACTTAAGC (F) 50°C 28S rRNA
LR5-F TCC TGA GGG AAA CTT CG (R)
ITS1F CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA (F) 52°C 28S rRNA
LR5-F TCC TGA GGG AAA CTT CG (R)
TS1F CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA (F) 52°C ITS1-5.8SrRNA-ITS2
ITS4B CAG GAG ACT TGT ACA CGG TCC AG(R)
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Figura 6: Localizacdo dos iniciadores no gene do rRNA. Adaptada de Grades e Bruns (1993) e
Takano e cols. (2006).

As reacdes de PCR foram preparadas com a enzima Taq DNA Polymerase
recombinante (Fermentas) e a mistura reacional, adicionada a um tubo tipo eppendorf,
com o volume final de 50uL. A composicdo das reacdes de PCR esta apresentada na
Tabela 5.

Tabela 5: Composigdo da mistura de reagentes utilizados nas reacdes de PCR.

Reagentes Volume (uL)
DNAg*! 4
Tampao da reacdo (NH4)2SO4 10X 5
MgCl2 (25mM) 4
dNTPs*2 (10mM) 1
Solucdo de iniciadores forward e 1

reverse (10uM)
Taq DNA polimerase (Su/pL) 2

H>0 Milli-Q esterilizada 33

*1 Concentragdo variando de acordo com os isolados entre 4 e 20ng de DNA.
*2 N= adenina, timina, citosina e guanina.

Apos a reacdo de PCR, 5uL do produto da reagdo foram analisados em gel de
agarose a 1,2%, utilizando TBE 0,5X como tampdo de corrida. Os amplicons foram
corados com brometo de etideo (lpg/mL) e visualizados com auxilio de um
transiluminador (VilberLourmat) sob luz UV. O tamanho dos fragmentos amplificados
foi determinado por comparagdo com um marcador de massa molecular de 100 pares de

bases (Affymetrix).
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A mistura reacional foi incubada em um termociclador (ThermoHybaid Px2) e a

reacdo de PCR seguiu 0s seguintes parametros:
1) Desnaturacéo inicial do DNA a 94°C por 12 minutos;

2) 30 ciclos com desnaturagéo 94°C por 30 segundos, anelamento dos iniciadores
por 30 segundos (temperatura variando de acordo com cada par de iniciadores) e extensao
da cadeia de DNA pela Tag DNA polimerase a 72°C por 90 segundos;

3) Extensao final a 72°C por sete minutos;

4) Resfriamento a 4°C.

3.6.3 Purificagédo dos Produtos de PCR

Um volume de 100uL dos produtos de PCR de cada isolado de levedura, obtido
com o par de iniciadores ITS1F/ITS4B, foi transferido para um novo tubo eppendorf. Em
cada tubo, foram adicionados 10uL de acetato de sodio 3M, pH 7,0 e 250uL de etanol
absoluto gelado. A mistura foi incubada a -20°C durante 30 minutos. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, 4°C por cinco minutos. O precipitado foi
lavado com etanol 70% gelado e deixado em capela de fluxo laminar até secar.
Posteriormente, os amplicons purificados foram ressuspendidos em 15uL de agua Milli-
Q estéril. Apo6s purificagdo, cerca de 2uL do produto obtido foram analisados em gel de
agarose 1,2% corado com brometo de etideo (1ug/mL), visualizados com auxilio de um
transiluminador (VilberLourmat) e quantificados com o auxilio do equipamento
NanovueTM GE Healthcare.

3.6.4 Reacdo de Sequenciamento

As reacOes de sequenciamento foram realizados através do servico prestado pela
empresa Helixxa utilizando os produtos de PCR purificados. Foi utilizada a técnica do
término do crescimento da cadeia, inicialmente desenvolvida por Sanger e Coulson
(1975). As reacOes foram realizadas utilizando o kit Big-Dye Terminator

(AppliedBiosystems), de acordo com as instru¢cbes do fabricante e analisadas no
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sequenciador automatico de DNA (3500 Genetic Analyzer, AppliedBiosystems). Os

fragmentos de DNA foram sequenciados na dire¢do foward.

3.6.5 Anélise de Sequéncias e Filogenia

As sequéncias de nucleotideos obtidas foram submetidas a uma busca por
similaridades de nucleotideos com uso do algoritmo BLASTN no banco de dados NCBI

(www.nchi.nlm.nih.gov).

A analise filogenética foi realizada pelo método de distancia, utilizando o
algoritmo Neighbor-Joining. Desse modo, a arvore filogenética foi obtida atraves da
analise de bootstrap de 2.000 réplicas e construidas pelo programa Figtree (versdo 1.4).

3.7 Ensaios de Remocéo Biologica do ion Mn(ll)

Os ensaios de remocdo bioldgica do ion Mn(Il) foram realizados como uma
adaptacdo da técnica utilizada para bactérias, uma vez que nada se tem na literatura
referente a atuacédo de leveduras neste processo. Nos ensaios foi utilizado o meio YPD
contendo 0,91mM do ion Mn(l1), valor equivalente a 50mg/L que é a concentracao usual
dos ensaios com bactérias (Nealson, 2006). Para isto, foi realizado um pré-indculo para
as células de leveduras a partir das aliquotas dos isolados armazenas a — 80°C. Depois do
cultivo overnight a 30°C, sob agitacdo constante de 150 rpm, transferiu-se 3mL do pré-
indculo pra 100mL de meio YPD em um tubo de vidro com capacidade de 250mL. As
culturas foram incubadas nas mesmas condic@es anteriores por sete dias. Aliquotas foram
recolhidas a cada 24 horas de cultivo para dosagem do ion Mn(ll), medidas do pH (pH
21, Hanna) e do crescimento celular por leitura da densidade 6tica a 600nm (SP-2.000UV,

Spectrum). Os ensaios foram realizados em triplicata bioldgica.

Para a dosagem do ion Mn(l1), cerca de 2mL da cultura foi centrifugada a 12.000
rpm, 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido, diluido 10 vezes em &gua
destilada e acidificada com solucéo de HCI (1:1). As amostras diluidas foram submetidas

a técnica analitica de espectrometria de emissdo atbmica por plasma (Varian 725). A
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remocao do ion Mn(ll) foi avaliada pelo decaimento do elemento no meio de cultura e a

porcentagem de remocao foi calculada por meio da equacao:

Mi— Mf

R ao (%) = 100.
emocio (%) o

Onde, Mi é a concentracdo inicial do ion Mn(ll), medido no tempo zero, e Mf é a
concentracdo final do ion Mn(l1).

Como controle, tubos contendo 100mL de meio YPD com 0,91mM do ion Mn(l1)
e adicionado do fungicida Tiosenato 0,03mg/L foram incubados nas mesmas condicGes e

submetidos as mesmas dosagens.

3.8 Microscopia Eletronica de Varredura

Para observar como a estrutura celular se apresentava apds a exposicao ao Mn, as
células dos isolados de leveduras foram observadas ao Microscépio Eletronico de
Varredura (MEV) pertencente ao Nanolab da Redemat na Universidade Federal de Ouro
Preto. Para isto, foram realizados novos experimentos, na condi¢do descrita no item 3.7.
Nessas analises também foram utilizadas coldnias que foram tolerantes a concentracéo de

32mM do ion Mn(Il) em crescimento em placa.

3.8.1 Preparacao das laminas

Cerca de 1mL de cada um das culturas foi transferido para tubos eppendorfs e
centrifugados a 5.000 rpm por 20 minutos. As células foram lavadas por duas vezes em
agua destilada. O pellet foi ressupendido em 1mL de tampdo fosfato 0,1M pH7,2
contendo 1% de paraformaldeido e 2% de glutaraldeido. Um volume de 50uL foi
transferido para uma lamina de vidro previamente tratada com solugdo 2% de silano em
acetona, para a fixacdo das células na lamina durante o periodo de duas horas.

Posteriormente, as células ja fixadas em laminas foram lavadas com agua destilada e
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desidratadas trés vezes em uma série de etanol (30, 50, 70, 80, 90, 95 e 100%) por cinco

minutos cada concentracdo de etanol.

Para as col6nias crescidas em meio solido, foi retirada uma coldnia da placa e
homogeneizada em 1mL de tampdo fosfato 0,1M pH 7,2 contendo 1% de
paraformaldeido e 2% de glutaraldeido. O restante da preparagdo das laminas foi de

maneira igual a realizada para as culturas em meio liquido.

As laminas foram entdo encaminhadas a metalizadora (Q150R ES, Quorum) que
vaporizou ions metalicos de Au com 99,98% de pureza sobre as amostras para torna-las
condutoras de eletricidade e calor. Posteriormente as laminas foram observadas ao MEV
(Vega 3, Tescan).

3.8.2 Visualizagdo das amostras pelo MEV

As laminas foram submetidas ao vacuo no MEV. O objetivo do vacuo é minimizar
0 espalhamento dos elétrons, uma vez que a presenca de oxigénio compromete a
passagem dos feixes de elétrons, além de garantir a absorcao apropriada dos raios-X. Para
a visualizacdo da imagem das amostras, os elétrons foram detectados por dois sistemas
de deteccdo de elétrons: 1) Deteccdo dos elétrons secundarios (“secondary electron” —
SE) que fornecem uma imagem topografica tridimensional, na qual o contraste na imagem
é dado pelo relevo da amostra; 2) Deteccdo de elétrons retroespalhados (“backscattering
electron”- BSE) que fornecem uma imagem com diferentes informacGes em relacéo ao
contraste que apresentam, pois além de uma imagem topogréafica (contraste em funcéo
do relevo) também obtém-se uma imagem de composi¢cdo (contraste em funcdo do
namero atdbmico dos elementos presentes na amostra). Os elétrons secundarios sdo de
baixa energia e resultam da interacdo do feixe eletrénico com o material da amostra. Ja
os elétrons retroespalhados sdo de alta energia, por serem resultantes de espalhamento
elastico multiplo que provém de camadas mais superficiais da amostra (Maurice et al.,
1980; Godstein, 1992).
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3.8.3 Microanalise por Espectrometria de Dispersao de Energia

Além da visualizacdo das imagens por SE e BSE, as laminas também foram
submetidas ao sistema Oxford de microanalise de raios-X por espectrometria de dispersdo
de energia (“Energy Dispersive Spectrometer” - EDS) que encontra-se acoplado ao MEV.

Na interacdo elétrons-amostra sdo gerados raios—X que fornecem informacéo
sobre a composic¢ao quimica da amostra que esta sendo analisada. O sistema EDS é capaz
de fazer andlises qualitativas e de detectar os elementos quimicos que estdo emitindo a
radiacdo, de acordo com 0s seus nimeros atdbmicos. Desse modo, as laminas foram
analisadas quanto & presenca ou auséncia de Mn nas amostras assim como também a

presenca de outros elementos quimicos (Maurice et al., 1980; Godstein, 1992).
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4. Resultados e Discussoes
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4.1 Caracterizacdo Quimica da Agua

A agua da mina foi analisada por espectrometria de emissdo atdmica por plasma.
O teor de Mn encontrado na agua foi de 140mg/L o equivalente a 2,5mM (Tabela 6). A
concentracdo de Mn observada € muito elevada quando comparada aos limites
estabelecidos na Resolugdo CONAMA n° 430, de 13/05/2011 que estabelece o
lancamento de 1,0mg/L de Mn dissolvido em efluentes. A 4gua amostrada se trata de uma
agua superficial com pH 6,5 e que foi coleta no inverno, estagdo com baixo nivel

pluviométrico, que pode levar ao aumento da concentracdo do Mn.

Tabela 6: Andlise da 4gua de mina. Cerca de 10mL da agua coletada foram submetidas a técnica
analitica de espectrometria de emissdo atbmica por plasma (Varian 725).

Elementos Concentracao (mg/L)

Na 4,07

Ca 85,6
Cu 0,22

Fe 2,2
Mn 140

Ni 0,62

S 306
Zn 0,78

A solubilizacdo de minerais contendo Mn resulta na contaminagao das aguas com
o0 elemento. Em ambientes contendo Mn e com interface dxida/andxida pode ocorrer o
ciclo biogeoquimico do elemento. A presenca de micro-organismos em condi¢des de
anaerobiose favorecem a redugao de Mn(1V) ou Mn(I11) a Mn(I1). Condigdes como baixo
pH e Eh, presenca de ions Fe(ll) e sulfeto de hidrogénio (H2S) também favorecem a
prevaléncia do Mn do seu estado solivel. Em condic¢des contrarias, como em alto pH e
Eh, aerobiose, 0s micro-organismos que oxidam o Mn realizam 0 processo inverso
(Nealson, 2006). Dessa forma, na mina onde foi coletada a agua, as condicdes estdo

influenciando a ocorréncia do Mn(I1) soltvel.

4.2 Micro-organismos Isolados da Agua da Mina

Cerca de um litro da &gua da mina foi filtrado em membrana 0,22um para o
isolamento de micro-organismos nela presentes. A partir da inoculacdo de pedacos da
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membrana nos meios Sabouraud, Batata e Mineral, foram isolados fungos filamentosos,

bactérias e leveduras, totalizando 44 isolados (Tabela 7).

Tabela 7: Micro-organismos isolados da dgua pelos meios Sabouraud, Batata e Mineral e YPD.
Fungos Filamentosos Bactérias Leveduras

Isolados dos Meios Sabouraud, Batata e Mineral e

Crescidos em YPD na presenca de Mn
Meios que Foram Isolados

Classificacao
Bacilos
Sabouraud Batata Mineral Gram+ Gram- 8
10 10 11 3 2
Sub-total 31 5 8
Total 44

As leveduras isoladas a partir dos meios Sabouraud, Batata e Mineral foram
posteriormente repicadas em placas contendo YPD adicionado de 2,5mM do ion Mn(l1),
a mesma concentracdo de Mn encontrada na agua da mina onde as leveduras foram
isoladas. Os isolados de leveduras que cresceram em tais condigdes foram selecionados
para a realizacdo deste trabalho, enquanto que as bactérias e os fungos filamentosos foram
objeto de estudo em outros trabalhos do grupo. Por convencdo, os isolados de levedura
serdo identificados pelo nimero que receberam no isolamento dos 44 micro-organismos.
Senso assim, os isolados 12, 13, 29, 42 e 43 possuem coloragdo rosa com pequenas
variacdes na tonalidade, enquanto que os isolados 28, 38 e 39 possuem morfologia

semelhante com a coloracdo branca como observado na Figura 7.
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Figura 7: Leveduras isoladas da 4&gua da Mina em meio YPD +2,5mM do ion Mn(ll). Isolados
12, 13, 29, 42 e 43 com coloracao rosa e isolados 28, 38 e 39 com coloragéo branca.

A diversidade de micro-organismos isolados da &gua da mina pode ter um grande
impacto sobre o ciclo biogeoquimico do Mn no local. Estudos focados na reciclagem de
Oxidos de Mn em ambientes como o Mar Negro e drenagens &cidas de minas, tém
destacado o fato de que o fluxo geoquimico e as taxas de ciclagem do Mn estdo
mecanicamente ligados a oxidacdo do Mn(l1) (Haack e Warren, 2003; Konovalov, 2003).
Micro-organismos tolerantes a altos niveis do ion Mn(ll) ja foram isolados dos mais

variados ambientes ao longo do globo terrestre (Tebo et al., 2005).

4.3 Testes de Tolerancia ao fon Mn(ll)

Os oito isolados de leveduras foram analisados quanto as suas capacidades de
tolerar e crescer em crescentes concentragdes de 1, 5, 16, 32 e 54mM do ion Mn(ll).
Observou-se crescimento celular em todas as concentragcbes, com excecdo da
concentracdo de 54mM de Mn(Il). Nas placas com 1 e 5mM de Mn(ll) as col6nias se
apresentaram com textura, aparéncia e coloragdo normais. J4 em 16 e 32mM de Mn(ll)

foi observado a mudanca da coloracdo do meio para a tonalidade marrom (Figura 8).
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Figura 8: Os oito isolados de leveduras em placas com diferentes concentracdes de Mn(ll). Nas
placas com 5mM de Mn(ll) ndo had mudanca da cor do meio. Nas placas com 16 e 32mM de
Mn(Il) ha mudanca do meio para marrom e coldnias enrugadas para os isolado 28, 38 e 39.

Como controle do experimento, placas contendo apenas o0 meio de cultivo com as
diferentes concentragdes do Mn foram mantidas nas mesmas condigdes, e ndo foi
observada a ocorréncia de mudanca na coloracdo do meio (ndo mostrado na figura),
reforgando a hipdtese de remogéo bioldgica do Mn, formando MnO2, uma vez que o ion
Mn(11) solavel no meio quando oxidado a Mn(1V) é precipitado como 6xido de manganés
(MnOx) que assume coloracdo marrom (Nealson, 2006). J& foi demonstrado que fungos
filamentosos foram capazes de tolerar e crescer em até 10mM de Mn(ll), e que quanto
maior a concentracao inicial de Mn(I1), maior o depdsito de 6xidos de Mn (Burgos et al.,
2010). Os nossos resultados também mostram que na maior concentragdo do elemento, a

de 32mM de Mn(l1), foi observado uma tonalidade marrom mais escura.
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O isolado 29 apresentou um perfil distinto dos demais, uma vez que foi o Unico
que na concentracdo de 32mM de Mn(I1) houve pequena mudanca do meio para marrom,
sendo visualizado apenas no entorno das col6nias. Ressalta-se também que entre todos 0s
isolados de tonalidade rosa, o isolado 29 foi 0 Unico que apresentou um crescimento

menor na placa de 32mM de Mn(ll) ao se comparar com as outras concentragoes.

Para os isolados brancos 28, 38 e 39 observou-se juntamente com a cor marrom
nas placas de 16 e 32mM de Mn(Il) um enrugamento na textura das coldnias. Esse efeito
pode ser um mecanismo de defesa celular contra as altas concentracdes do metal.
Entretanto, o isolado 28 diferiu-se dos isolados 38 e 39, uma vez que os ultimos
apresentaram um menor crescimento da placa de 32mM de Mn(ll) em comparacdo com
as outras concentragdes, assim como foi observado para o isolado 29. Todos os isolados
ndo foram capazes de tolerar a concentracdo de 54mM de Mn(ll), a qual demonstrou-se
toxica e inibitoria do crescimento. O relato encontrado na literatura sobre a tolerancia de
leveduras ao ion Mn(Il) mostra que elas foram capazes de tolerar até 20mM do elemento

em placa (Olasupo et al., 1993).

Um trabalho recente mostrou a relacdo de um isolado de Rhodotorula
mucilaginosa, proveniente de uma mina de minério de xisto preto, com o ciclo
geoquimico do Cu. Foi avaliada a tolerancia da levedura a altas concentra¢@es de Cu e 0s
pesquisadores observaram que R. mucilaginosa foi capaz de tolerar at¢ 8mM do ion
Cu(Il), mas que o crescimento foi claramente diminuido a partir da concentracdo de 2mM.
Eles também constataram que as colénias ficaram com tonalidade azul escuro no meio
contendo Cu(ll), indicando a bioacumulagdo pelas células das leveduras (Rajpert et al.,
2013).

4.4 Caracterizacao Bioquimica das Leveduras: Auxanograma - Assimilacéo de
Fontes de Carbono

As leveduras isoladas foram caracterizadas em relagao aos seus perfis bioquimicos
de assimilacdo de fontes de carbono (Auxanograma). O Auxanograma determina a
habilidade das leveduras de crescerem em condicdo aerdbia em diferentes compostos de
carbono que atuam como a Unica fonte de energia disponivel. Neste trabalho utilizou-se

0 Auxanograma como uma estratégia para a caracterizacao fisioldgica assim como para
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a identificacdo das espécies correspondentes aos isolados, de modo a obter uma melhor

caracterizagéo geral destes isolados tolerantes a altas concentragdes de Mn.

Os oito isolados de leveduras foram analisados quanto assimilacdo de fontes de
carbono pelo Sistema APl 20C AUX. Em paralelo foi realizado o microcultivo dos
isolados como metodologia complementar necessaria para a identificacdo correta do Kit
API 20C AUX. O resultado do perfil bioquimico de cada isolado juntamente com a

formacéo de hifas ou pseudo-hifas encontra-se na Tabela 8.
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Tabela 8: Perfil bioquimico dos isolados de leveduras pelo Auxanograma.

£379585852283¢49F9eYys
§(D®N<><<E><(D—m§zo_l§m|—§n:1
2 + - - - + - - - - - - - - - + + + + + -
3 + - - - + - - - - - - - - - 4+ + + + + -
28+ + + + + 4+ - + - + + 4+ + - + + + + + +
29 + + - + - 4+ - + - o+ - - - -+ o+ o+ -+ -
38 + + + + + + + + - o+ + 4+ + - o+ o+ o+ o+ o+ o+
39 + + + + + + 4+ + - o+ o+ 4+ 4+ -+ o+ o+ o+ o+ o+
42 + - - o+ o+ - -+ -+ - - - -+ o+ o+ o+ o+ -
43 + - - + o+ - -+ -+ - - - -+ o+ o+ o+ o+ -

(+) = positivo; (-) = negativo; GLU= D-Glucose; GLY= Glicerol; 2KG= Calcio 2-ceto-Gluconato; ARA= L-Arabinose; XYL= D-Xilose; ADO= Adonitol;
XLT= Xilitol; GAL= D-Galactose; INO= Inositol; SOR= D-Sorbitol; MDG= Metil-aD-Glucopiranosido; NAG= N-Acetil-Glucosamina; CEL= D-Celobiose;
LAC= D-Lactose (origem bovina); MAL= D-Maltose; SAC= D-Sacarose; TER= DTrealose; MLZ= D-Melezitose; RAF= D-Rafinose; Hifa= formac&o de hifa
ou pseudo-hifa.
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Pela anélise do microcultivo apds 48 horas de incubagdo observou-se que todos
os isolados de cor rosa ndo formaram nenhuma estrutura. Ja para todos os trés isolados
de cor branca foi observada a formacao de pseudo-hifas, ou seja, brotos maduros que
permanecem ligados as células parentais em cadeia formando uma estrutura semelhante
a uma hifa (Kurtzman, Fell, Boekhout, et al., 2011), como exemplificado pela Figura 9.
As estruturas encontradas ndo foram utilizadas como forma de caracterizagdo
morfologica na identificacdo das espécies, mas apenas como uma ferramenta necessaria

para a identificacdo junto aos testes bioquimicos.

Figura 9: Imagem obtida por Microscopia Eletronica de Varredura da pseudo-hifa formada pelo
isolado 38. A levedura foi inoculada em placa de microcultivo contendo Agar Fuba e Tween 80
e incubada por trés dias. A estrutura observada na imagem ndo fornece subsidio para a
identificacdo da espécies, de modo que foi utilizada neste trabalho apenas para a constatacéo de
presenca ou auséncia de tal estrutura.

Pela andlise da tabela 8 observa-se que os isolados 12 e 13 apresentam perfis
idénticos, assim como os isolados 38 e 39 sdo iguais. Os isolados 42 e 43 também
possuem o mesmo perfil, enquanto que os isolados 28 e 29 foram o0s Unicos que

apresentaram perfis Unicos.

Dentre os isolados de tonalidade rosa, os isolados 12 e 13 se diferenciam dos
isolados 42 e 43 por ndo crescerem em arabinose, galactose e sorbitol. Eles também séo
distintos do isolado 29 por ndo crescerem em glicerol, arabinose, adonitol, galactose e
sorbitol enquanto que o isolado 29 ndo assimila duas fontes de carbono, xilose e

melezitose, nas quais todos os outros isolados de tonalidade rosa sdo capazes de crescer.
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Em relacdo aos isolados de cor branca, eles crescem em praticamente todas as
fontes de carbono fornecidas. Os isolados 28, 38 e 39 ndo crescem em inositol e lactose,
sendo que o isolado 28 se diferencia dos outros dois por ndo conseguir assimilar o xilitol.

Apos a conclusdo das leituras de crescimento positivo ou negativo para cada
cUpula nas galerias nos periodos de 48 e 72 horas, assim como a observacdo em
microcultivo da formacéo de hifa ou pseudo-hifa, os dados foram validados pelo software
online fornecido pela empresa BioMerieux. A validagdo das espécies pelo Kit encontram-
se na Figura 10.

FRACA DISCRIMINACAO

Galeria AP0 C ALK V4D Isolados 12 e 13

Ferfil 2400073

Hotags) R PIGMENTACAD POSSBILDADE GE R ghtinis

Taxons significativos %D T Teste(s) por aproximagao

Fhodoterula mucilaginosa 2 T4.0 o.r ARA  B20% | GAL 80%

Canicla utilis 218 0.54 [GLY 99% [ TRE  16%
BOA IDENTIFICACAD

Galetia AP 20 C ALK V40 Isolado 28

Perfil BTS63ITT

Hotafs)

Taxons significativos % T Teste(s) por aproximagae

Candida guiliermondii sex | es2 [T e | |
EXCELENTE IDENTIFICACAD

Galeria AP1 20 C ALK V4.0 Isolado 29

Pertil 6252072

thotais) Fiochoy F'ﬁf-F*ErIFAC-E'-O-DGSEELﬂu—'LE DE R ghutinis

Tamons significatives = D 'E Teste(s) por apsoxinmeagio

Rhodotorula nitedaginesa 2 3.3 o7 Jaon sen Mz sen |

Galeria API20 C AUK V40 Isolados 38 e 39

Perfil BTTE3ITT

Hotads)

Taxons significativos L[] T Teste(s) por aproximagao

Candida guiliermondii 99,7 099 | | ]
EXCELENTE IDENTIFICACAD

Galeria API20 C ALK V4.0 Isolados 42 e 43

Perfil 2642073

Hotais) Rhodo PIGMENTACACPOSSIBILIDADE DE R ghitiis

Taxons significatives % B0 T Teste(s) por aproximagac

Rhodotorula mucilaginesa 2 8.9 | 0m | | |

Figura 10: Resultado obtido das valida¢des online das galerias inoculadas pelos oito isolados
através do catélogo analitico do Kit API 20C AUX. O primeiro painel identifica os isolados 12 e
13 com 74% de identidade como Rhodotorula mucilagina. O segundo painel identifica o isolado
28 com 98.8% de identidade como Candida guilliermondii. O terceiro painel identifica o isolado
29 com 99,9% de identidade como R. mucilaginosa. O quarto painel identifica os isolados 38 e
39 com 99,7% de identidade como C. guilliermondii. O quinto painel identifica os isolados 42 e
43 com 99,9% de identidade como R. mucilaginosa.
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Apesar da diferenca nos perfis bioquimicos entre os cinco isolados de cor rosa,
todos foram identificados como Rhodotorula mucilaginosa, variando apenas na eficiéncia
de identificacdo. Os isolados 12 e 13 tiveram uma fraca discriminagdo com identidade de
74%, enquanto que para os isolados 29, 42 e 43 obteve-se uma excelente identificacdo
com 99,9% de identidade. R. mucilaginosa ndo forma hifa ou pseudo-hifa e € uma

levedura néo fermentadora (Sampaio, 2011).

Os trés isolados de cor branca foram identificados como Candida guilliermondii.
Os isolados 38 e 39 tiveram uma identificagcdo muito boa com 99,7% de identidade o que
corrobora com as caracteristicas da espécie, pois C. guilliermondii ndo consegue assimilar
inositol e lactose (Papon et al., 2013). Ja o isolado 28 que difere dos anteriores por apenas
n&o assimilar o xilitol apresentou uma boa identificacdo com 98,8% de identidade para

C. guilliermondii.

4.5 Caracterizacdo Molecular dos Isolados de Levedura

4.5.1 Extracdo do DNAg e PCR

Apos a extracdo do DNAg (Figura 11) e verificacdo de suas qualidades, realizou-

se amplificacdes utilizando iniciadores para a regido do gene do rRNA.

12 13 28 29 38 39 42 43

Figura 11: Andlise da qualidade do DNAg dos oito isolados de leveduras. O volume de 5uL do
DNA extraido de cada isolado foi analisado em gel agarose a 0,6% corado com brometo de etideo.
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As bandas maiores observadas nos isolados 28, 38 e 39 ¢ proveniente de um maior
crescimento celular desempenhado. Foi utilizado o mesmo volume de cultura, entretanto
estes isolados apresentaram maior biomassa, conferindo assim melhor eficiéncia no

protocolo de extracdo do DNA.

Apds amplificacBes com pares de iniciadores (ver secdo Materiais e Métodos) que
ndo formaram produtos de PCR com banda Unica, utilizou-se o par de iniciadores
ITS1IF/ITS4B, que compreende a regido ITS1, o rDNA 5.8S e aregido ITS2 (Figura 12).
Esses iniciadores fornecerem uma banda com 700pb (Figura 13).

ITSIF
18S rDNA —  5.8SrDNA 285 rDNA

ITSI ITSII

ITS48

Figura 12: Esquema da regido amplificada pelos iniciadores ITS1F e ITS4B. Adaptada de Grades
e Bruns (1993).

Figura 13: Produtos de PCR obtidos com os iniciadores ITS1F/ITS4B para os oito isolados
de leveduras. Foi observada a presenca de uma banda Unica de 700pb para todos os isolados.
MM: marcador de massa molecular 100pb (Affymettrix). Foram utilizados 4ng de DNAg dos
isolados 28, 38 e 39 e 20ng de DNAg dos isolados 12, 13, 29, 42 e 43, para rea¢fes com
volume final de 50pL. O volume de 5uL de cada preparacdo foi analisado em gel de agarose
a 1,2% corado com brometo de etideo.
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Novas reacdes de PCR foram reproduzidas com estes iniciadores e um volume de
100puL dos produtos de PCR para cada isolado foram purificados com acetato de sédio

3M e enviados para o0 sequenciamento.

4.6. Sequenciamento e Andlise Filogenética dos Isolados

Os amplicons foram sequenciados pelo método da terminacédo da cadeia de Sanger
através de uma prestacdo de servico da empresa Helixxa. Foi feita apenas uma reacéao de
sequenciamento no sentido forward para cada isolado, uma vez que o objetivo desse

experimento foi confirmar o resultado obtido pelos testes bioquimicos.

Do produto de PCR com 700pb, utilizou-se apenas 550pb para a construcao das
arvores filogenéticas, de modo a utilizar somente sequéncias com alta qualidade. Deste
modo, nao foi realizada analise filogenética com o isolado 42, uma vez que a sequéncia

obtida teve qualidade ruim.

As sequéncias dos outros sete isolados foram entdo submetidas ao BLAST no
NCBI e foram recuperadas sequéncias com alta identidade e valores de e-value igual ou
préximo a zero para a construcdo da arvore filogenética. A identificacdo das espécies das
sequéncias recuperadas no BLAST assim como os valores de e-value e identidade para o
isolado 12 encontram-se na Tabela 10. As tabelas para os outros isolados encontram-se
em ANEXO (A, B, C, D e E).
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Tabela 9: Sequéncias recuperadas no BLAST para o isolado 12.

Espécie N° de acesso E-value Identidade
Rhodotorula mucilaginosa KC515367.1 0,0 100%
Rhodotorula dairenensis AF444684.1 0,0 99%
Rhodotorula glutinis JQ425370.1 0,0 95%
Rhodosporidium sphaerocarpum HQ670691.1 0,0 94%
Rhodosporidium paludigenum KF411507.1 0,0 91%
Rhodosporidium toruloides HQ670679.1 0,0 91%
Rhodosporidium kratochvilovae AF444686.1 0,0 91%
Rhodotorula graminis NR073273.1 0,0 90%
Rhodosporidium babjevae AF444636.1 0,0 90%
Rhodotorula araucariae JN246545.1 0,0 90%
Rhodosporidium diobovatum FJ515183.1 0,0 89%
Sporobolomyces nylandii JQ268608.1 0,0 87%
Sporidiobolus ruineniae JQ425394.1 8e-179 88%
Sporobolomyces koalae HQ832829.1 5e-141 83%
Rhodosporidium fluviale AB073240.1 le-171 87%
Rhodosporidium lusitaniae NR077091.1 le-167 86%
Sporidiobolus microsporus NR073229.1 3e-173 87%
Sporobolomyces roseus JQ993392.1 2e-140 84%
Rhodosporidium concentricum DQ250655.1 2e-155 86%
Rhodotorula colostri JN246562.1 le-137 84%
Sporobolomyces beijingensis GU291278.1 le-132 83%
Sporidiobolus salmonicolor FJ914884.1 le-127 82%
Sporidiobolus johnsonii AB030336.1 le-122 82%
Sporobolomyces poonsookiae AB030328.1 4e-157 86%
Sporobolomyces odoratus JN246559.1 8e-149 85%
Sporobolomyces phaffii AY069994.1 le-121 85%
Rhodosporidium azoricum AB073229.1 6e-145 85%
Sporidiobolus longiusculus JN246566.1 6e-125 86%
Rhodotorula yarrowii NR073328.1 3e-108 82%
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Foram construidas duas arvores, uma para os isolados de cor rosa (Figura 14) e
outra para os isolados de cor branca (Figura 15). Ambas as arvores foram construidas
pelo algoritmo Neighbor-Joining com bootstrap de 2.000 réplicas.
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Pela Figura 14 pode-se observar que todos os quatro isolados de cor rosa
pertencem a espécie Rhdotorula mucilaginosa. Entre os quatro isolados, o 29 foi o que
apresentou certa distancia filogenética em relacdo aos outros. No alinhamento no
ClustalW2 os isolados 12, 13 e 43 apresentaram sequéncias de nucleotideos
completamente iguais, enquanto que o isolado 29 se distinguiu dos demais por dois
nucleotideos que ndo foram identificados assim como por uma timina no lugar de citosina
como ocorre nos outros isolados (ANEXO F). Esta distancia também pode ter sido
acentuada devido as sequéncias de todos os isolados conterem 550 nucleotideos, enquanto
que para o isolado 29 apenas 470 nucleotideos estavam com boa qualidade, e portanto

utilizou-se uma sequéncia menor que as demais.

O resultado da analise filogenética para as leveduras de coloracao rosa corrobora
com os testes bioguimicos ja que em tais testes todos os isolados foram identificados
como R. mucilaginosa. De modo semelhante com o resultado da anélise filogenética, o
isolado 29 no Auxanograma foi 0 que mais se diferenciou dos demais. Rajpert e cols.
(2013) também confirmaram por sequenciamento do rDNA, um isolado como R.
mucilaginosa, o qual havia sido previamente identificado pelo Sistema APl 20C AUX.
Este isolado apresenta outra perfil bioquimico, distinto dos perfis dos isolados do presente

trabalho, e mesmo assim, também pertence a R. mucilaginosa.

A diferenca tanto dos perfis bioguimicos quanto da distancia filogenética pode
ser explicada pelos isolados se tratarem de subespécies dentro de R. mucilaginosa. A
identificacdo dos isolados pelo gene ITS1-5.8S-1TS2 ndo foi suficiente para chegar em

nivel de subespécies.

R. mucilaginosa é uma levedura do grupo dos fungos basidiomicetos cuja coldnia
é de coloracéo rosa, variando do laranja acafrdo ao coral escuro. E um dos basidiomicetos
mais ubiquos (possivelmente o mais ubiquo) possuindo uma distribuicdo mundial em
ambientes terrestres e aquaticos. Isolados ja foram obtidos de uma variedade de habitats
naturais como plantas vivas ou em decomposicdo, solo, lagos de agua doce, aguas
costeiras, oceano aberto e em mar profundo. R. mucilaginosa também esta presente em
ambientes extremos como aguas ultra &cidas, ou na presenga de uranio e também em
ambientes frios, e ultimamente tem sido isolada de residuos industriais e urbanos assim
como de areas poluidas. Ndo pode-se deixar de ressaltar que alguns isolados foram

obtidos de fontes humanas como parte da microflora natural, entretanto estudos
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epidemioldgicos indicaram que a levedura deve ser incluida na lista de patdgenos

oportunistas (Sampaio, 2011).

A Figura 15 da arvore filogenética dos isolados brancos mostra que os isolados
38 e 39 foram identificados como Meyerozyma guilliermondii. A espécie M.
guilliermondii é o estado teleomorfo ou sexuado de C. guilliermondii. No banco de dados
do Kit APl 20C AUX ¢ fornecido apenas o estado anamorfo ou assexuado, ou seja, C.
guilliermondii. Nesse trabalho sera utilizada a nomenclatura de M. guilliermondii, pois o
nome principal é o baseado no estado sexual ou teleomorfo (Kurtzman, Fell e Boekhout,
2011). Cabe ressaltar que a nomenclatura de M. guilliermondii é nova, pois até o ano de
2010 o estado teleomorfo de C. guilliermondii pertencia a espécie de Pichia
guilliermondii (Papon et al., 2013). Desse modo P. guilliermondii e C. guilliermondii
formam um par teleomorfo-anamorfo que mostrou ter 98% de complementariedade no
DNA nuclear, confirmando assim o que era esperado de ambas pertencerem a uma mesma
espécie (Kurtzman, 2011). Desse modo, cada cepa de C. guilliermondii que for capaz de
hibridar com qualquer cepa de P. guilliermondii deve ser transferida para a ultima espécie
(Sibirny e Boretsky, 2009).

J& o isolado 28 foi identificado pela andlise filogenética como Meyerozyma
caribbica. Ele apresentou a diferenca de cinco nucleotideos em comparagcdo com as
sequéncias dos outros dois isolados pelo alinhamento no ClustalW2 (ANEXO G). A
diferenca de cinco nucleotideos foi determinante para identificar como uma espécie

distinta de M. guilliermondii.

Um estudo recente mostrou que estas duas espécies se diferenciam em um a trés
nucleotideos através de sequéncias da regido 1TS1-5.8S-1TS2. Foram utilizadas técnicas
como RFLP da regido ITS utilizando a enzima de restricdo Taql, RFLP do DNA
mitocondrial com a enzimas Haelll e Hinfl, assim como a cariotipagem com eletroforese
em campo pulsado, e todas estas, foram eficientes em distinguir os isolados de M.
guilliermondii e M. caribbica, ao contrario do Sistema APl 20C AUX, que identificou
todos os 55 isolados estudados como C. guilliermondii. Dos 55 isolados previamente
identificados como M. guilliermondii, 47 foram confirmados como M. guilliermondii e

oito como M. caribbica (Wahengbam Romi et al., 2014).

M. guilliermondii compreende um complexo geneticamente heterogéneo

pertencente ao clado Saccharomycotina CTG (Dujon, 2010). Tal complexo é composto
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por espécies intimamente relacionadas e fenotipicamente indistinguiveis, tais como M.
guilliermondii, M. caribbica, Candida carpophila, Candida smithsonii, Candida
athensensis, Candida elatedarum e Candida glucosophila. A dificuldade da distingéo
fenotipica entre M. caribbica e M. gulliermondii pode justificar as identificacfes
incorretas que usualmente sdo encontradas pelo Sistema APl 20C AUX como também
pelo sequenciamento da subunidade grande do gene rRNA nos dominios Dle D2
(Wahengbam Romi et al., 2014). Neste sentido, estudos baseados em analises de
sequéncias tém considerado a regido ITS1-5.8S-ITS2 como “o codigo de barras universal
de DNA” para a identificagdo de leveduras (Schoch et al., 2012).

A levedura M. caribbica é o estado teleomorfo enquanto que o seu estado
anamorfo é Candida fermentati. Diferentemente de M. guilliermondii e M. caribbica,
ainda ndo foi reportado o estado sexual para a levedura R. mucilaginosa (Sampaio, 2011).

Os isolados de M. guilliermondii se encontram com muita proximidade
filogenética da levedura Debaryomyces hansenni var. frabryii. E muito dificil a distingéo
fenotipica entre as leveduras D. hansenni (teleomorfo de Candida famata) e M.
guilliermondii, de modo que é mais usual a distincdo pelo sequenciamento das regides
ITS e 28S. Entretanto, a proximidade filogenética encontrada entre essas duas espécies
neste trabalho pode ser justificada pelo fato da sequéncia ITS da cepa CBS8417 (n° de
acesso AF209874, a mesma utilizada na construcdo da arvore) ter sido depositada em
2001 como D. hansenni var. frabryii, porém, ela foi novamente identificada no CDS
Database (http://www.cbs.knaw.nl/yeast/BioloMICS.aspx) como P. guilliermondii no
ano de 2006 (Desnos-Ollivier et al., 2008).

Os resultados dos isolados 38 e 39, assim como os isolados de cor rosa,
corroboram com os testes bioquimicos. A diferenca encontrada pelo isolado 28
identificado com C. guilliermondii pelo Auxanograma e como M. caribbica pelo
sequenciamento também pode ser explicada pelo fato do Kit ser do ano de 2005, mesmo
ano em que M. caribbica foi descrita como uma espécie diferente de M. guilliermondii
(Vaughan-Martini et al., 2005). O Kit ainda estd desatualizado identificando-as como

uma unica espécie.

M. guiilermondii é uma levedura pertencente ao grupo dos fungos ascomicetos
que é amplamente distribuida na natureza e também é um saprofito de humanos

pertencente da microflora da pele e mucosas (Papon et al., 2013). Isolados ja foram
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obtidos de ambientes como solo, flores, frutas como laranja e uva assim como de outro
produtos alimentares como o arroz. M. guilliermondii também ja foi isolada como
patégeno oportunista de animais e humanos. Exemplos de habitats diversos pelos quais
M. guilliermondii ja foi isolada sdo fezes de insetos nos Estados Unidos e lama de

estuarios brasileiros.

Assim como M. guilliermondii, a espécie M. caribbica ¢ uma levedura
pertencente aos ascomicetos que ja foi isolada de uma variedade de substratos incluindo
solo, amido de milho, cana de acUcar, cacau e manga, sendo raramente associada com

infeccdes humanas (Kurtzman, 2011; Wahengbam Romi et al., 2014).

4.6 Avaliacdo da Capacidade de Remoc&o do fon Mn(ll) pelas Leveduras

Para a andlise do potencial de remocdo do ion Mn(ll) pelas leveduras foram
realizados ensaios em batelada de pequena escala em tubos de 250mL. As leveduras
foram crescidas em meio YPD com concentracdo inicial de 0,91mM do ion Mn(ll)
durante sete dias e aliquotas foram retiradas a cada 24 horas para analisar o pH, o
decaimento do Mn(ll) e o crescimento dos micro-organismos. A concentragdo de
0,91mM do ion Mn(Il) foi escolhida com base na concentracdo sugerida para o meio K,

gue é o meio mais utilizado para ensaios de remoc¢éao de Mn por bactérias (Nealson, 2006).

A levedura R. mucialginosa néo apresentou bom desempenho na remocéao do Mn
com uma remocao de apenas 10,6% do Mn(Il) solivel no meio, no intervalo de sete dias
(Figura 16).
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Figura 16: Remocdo do ion Mn(ll), anélise do crescimento microbiano e, variagdo do valor de
pH durante o ensaio de sete dias em Meio YPD por R. mucilaginosa. Os experimentos foram
realizados em triplicata bioldgica.

Pela andlise da figura 16, temos que o pH do meio abaixou de sete para valores
inferiores a seis ja no terceiro dia de ensaio, e que no sétimo dia o pH subiu para
aproximadamente seis e meio. A acidificacdo do meio € decorrente do metabolismo das
leveduras através da secrecdo de acidos organicos durante o crescimento celular. A
maioria das leveduras sdo capazes de produzir acidos orgdnicos como a-cetoglutarico,

piravico, isocitrico, citrico, malico, succinico e acido acético (Gadd, 2007).

O fato do pH néo subir para valores acima sete € favoravel a condi¢do dos ensaio
de remocdo do Mn. Um valor elevado de pH seria capaz de levar a remocao de maneira
quimica e ndo bioldgica, uma vez que a oxidacdo do ion Mn(ll) é afetada diretamente
pelo pH, sendo favorecida em pH elevado (Nealson, 2006). A pequena queda na
concentracdo do Mn € evidenciada principalmente quando as celulas estdo na fase

estaciondria.

Como controle, tem-se que nos tubos em que ndo foi inoculado o micro-

organismos, o pH se manteve constante durante todo o ensaio e também nao foi observada
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queda consideravel na concentracdo de Mn do meio, apenas uma diminuicéo de 2,1% que

pode ser devido a falha experimental.

A levedura M. caribbica mostrou-se muito eficiente no processo de remogéo do
Mn, pois j& no periodo de trés dias foi observada uma remogéo de 95,8% do Mn do meio

enguanto que em quatro dias todo o Mn(I1) dissolvido no meio foi removido (Figura 17).
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Figura 17: Remogdo do ion Mn(ll), andlise do crescimento microbiano e, variagdo do valor de
pH durante o ensaio de sete dias em Meio YPD por M. caribbica. Os experimentos foram
realizados em triplicata biolégica.

Com um dia de ensaio, 0 pH do meio abaixou para aproximadamente cinco e meio
e ja no terceiro dia retornou para préximo da neutralidade, indicando que a remogéo
observada € puramente bioldgica, independente do aumento do pH. A acidificacdo esta

correlacionada ao crescimento celular e secrecdo de acidos organicos.

Para os tubos controle ocorreu uma pequena queda do pH, e 0 mesmo se manteve
constante no restante dos ensaios, do mesmo modo que ndo houve queda na concentragdo
de Mn nestes tubos. A velocidade de remogdo do Mn mostrou-se mais acentuada durante
a fase exponencial do crescimento das células, sendo que ja na fase estacionaria continua

uma queda bem proeminente na concentracdo do Mn. Entretanto, o0 maior percentual de
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remocao ocorreu na fase estacionaria, mesmo que em menor velocidade se comparada

com a fase exponencial.

Para a terceira espécie de levedura, M. guilliermondii, foi constatada a remocéo
total do Mn do meio em seis dias de ensaio (Figura 18).
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Figura 18: Remogdo do ion Mn(ll), andlise do crescimento microbiano e, variagdo do valor de
pH durante o ensaio de sete dias em Meio YPD por M. guilliermondii. Os experimentos foram
realizados em triplicata biolégica.

Ap6s um dia de ensaio o pH foi para préximo de cinco mas retornou para perto da
neutralidade (pH 7,2) no final do experimento. Do mesmo modo que para M. caribbica,
a remocdo mostrou-se mais veloz na fase exponencial de crescimento, porém ocorreu
maior porcentagem de remoc¢do do Mn na fase estacionaria. O pH e a concentracdo de
Mn do controle se manteve contaste. Dados na literatura para a bactéria L. discophora
SS-1 mostram que a oxidagdo do ion Mn(ll) ocorre na fase exponencial tardia,

estaciondria ou na esporulagdo (Tebo et al., 2005; Nealson, 2006).

As espécies M. guilliermondii e M. caribbica mostraram ser leveduras eficientes

na remocdo do Mn(ll) nos ensaios em batelada de pequena escala, pois ndo aumentaram
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0 pH do meio, evitando a ocorréncia de remo¢do quimica. Portanto sdo leveduras
promissores para serem utilizadas em um processo biotecnoldgico para a biorremediagdo
de efluentes pela industria de mineracdo do Mn. Jaem relagdo a levedura R. mucilaginosa,
o tempo de sete dias pode ndo ter sido suficiente para demostrar a real capacidade da
levedura na remocdo o Mn, uma vez que em placa ela mudou a coloracdo do meio

indicando a formacao de dxidos de Mn.

A levedura R. mucilaginosa apresenta diversas aplicacbes biotecnoldgicas,
variando de biorremediacéo até a producdo de pigmentos, como por exemplo, participam
na degradacdo de plastificantes como também na producdo de pigmentos carotenoides
(Sampaio, 2011). No aspecto de biorremediacdo de metais, ja foi demostrado que um
isolado de R. mucilaginosa foi capaz de tolerar altas concentra¢des de Cu, e apresentou
uma remocdo de 40% do Cu(ll) por células crescendo ativamente no periodo de uma
semana de cultivo. Em um periodo maior que sete dias, a remocao do Cu(ll) chegou a
100% (Rajpert et al., 2013).

A levedura Cryptococcus sp, isolada de sedimentos de mar profundo na india,
demostrou 6timas remocdes em meio liquido dos metais pesados Cu, Pb e Zn, medidos
por espectrometria de absorcdo atdbmica por chama. A levedura removeu 6tima
porcentagem dos metais no meio de cultivo, em trés diferentes concentragées (0,18; 0,91
e 1,82mM). Foi observado que nas menores concentracdes, a porcentagem de remogéo
dos metais apresentou-se maior, como representado por uma remocdo de 80% do cobre

na concentracgdo de 0,18mM (Singh et al., 2013).

M. guilliermondii apresenta numerosas aplicacdes praticas no campo da
biotecnologia, tais como a producdo da vitamina riboflavina, conversdo eficiente de
xilose a xilitol, crescimento em n-alcanos e producdo de vérias enzimas e compostos
aromaticos de interesse. Quanto a atuacdo em processos de biorremediacdo, M.
guilliermondii também j& foi descrita por estar relacionada com a resisténcia a ions Cr(ll1)
e Cr(IV) e degradacdo de hidrocarbonetos poluentes (Papon et al., 2013).

Kaszycki e cols. (2004) mostraram que M. guilliermondii foi capaz de tolerar ions
Cr(I11) e Cr(\V1), e que tal tolerancia é fortemente dependente da fase de crescimento, a
densidade da biomassa, e o tempo de tratamento com o metal. Em outro estudo, M.
guilliermondii tolerou 3mM de Cr(111) e 0,5mM de Cr(VI) e o aumento da produgéo de

riboflavina aumentou a resisténcia a ambas as formas do Cr. O perfil eletroforético de
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proteinas revelou a ocorréncia de inducéo ou supressdo de diversas proteinas em resposta
aos niveis toxicos de Cr(V1), indicando um mecanismo complexo envolvido no processo
(Ksheminska et al., 2003).

A aplicabilidade biotecnoldgica de M. caribbica ainda ando é conhecida
(Kurtzman, 2011), assim como também nédo héa trabalhos que ilustram a aplicacdo da
levedura em processos de biorremediacdo de metais. Trabalhos recentes mostram
algumas aplicagbes de M. caribbica como na fermentagdo de grdos de cacau
(Papalexandratou e De Vuyst, 2011), fermentacdo alcoolica de um tipo de cerveja
(N'guessan K et al., 2011), no biocontrole do fungo da podriddo azul e da micotoxina
patulina responsavel pela degradacdo de macas (Cao et al., 2013), além do controle de

fitopatdgenos em mangas (Bautista-Rosales et al., 2013).

4.7 Observacdo do Comportamento das Leveduras através de MEV durante o
processo de remocao

As trés espécies de leveduras, R. mucilaginosa, M. caribbica e M. guilliermondii,
foram analisadas quanto ao comportamento da estrutura celular no processo de remogéo

do Mn tanto em meio liquido quanto em meio sélido.

4.7.1 MEV das Leveduras da Cultivadas em Meio Liquido

As células provenientes de cultura foram crescidas em YPD na presenca e
auséncia do ion Mn(Il) por sete dias e posteriormente centrifugadas e fixadas em laminas

para serem analisadas no MEV.

As laminas provenientes das culturas foram analisadas através da detecgdo de
elétrons secundarios (SE) que fornece uma imagem topografica tridimensional, além de
ter sido realizada a microanalise por espectrometria de dispersdo de energia (EDS). As

imagens do MEV e de EDS da levedura R. mucilaginosa encontram-se na Figura 19.
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Figura 19: Imagens de MEV por SE e de microanalise EDS do isolado 12 de R. mucilaginosa em Meio YPD na presenca e auséncia de Mn(ll). A) Visdo geral
das leveduras com aumento de 2.000 X; B) Aumento de 50.000 X na auséncia de Mn; C) Aumento de 50.000 X na presenca de Mn; D) EDS das células em
meio com Mn; E) EDS detalhado de uma célula em meio com Mn; F) Representacdo das localizacdo dos elementos na I&mina; G) Grafico da leitura

espectrométrica dos elementos.
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A Figura 19A € uma representacdo geral da levedura R. mucilaginosa por MEV.
Nas Figuras 19B e 19C a célula estd em um aumento de 50 mil vezes na auséncia e
presenca de 0,91mM de Mn(Il), respectivamente. N&o foi observada nenhuma diferenca
na morfologia das células nas duas condic¢des. Nas figuras 19D e 19E tem-se representado
0 mapeamento da microanalise de EDS para uma visdo geral das células, e para uma

célula detalhada, respectivamente.

Os elementos encontrados nas Figuras 19D e 19E como o Al, potassio (K), célcio
(Ca), silicio (Si), magnésio (Mg), sédio (Na), oxigénio (O) e carbono (C) estdo
representados na Figura 19F com suas localizaces especificas na lamina. O elemento
Al foi detectado pois o suporte utilizado para as laminas no MEV o contém. Ja o0s
elementos K, Ca, Mg e Na estdo espalhados por toda a lamina por se tratarem de
elementos que compBem as estruturas de parede e membrana celular. O Si encontrado €
devido ao vidro da lamina, e como pode ser visto na figura, ele estd menos evidente na
regido da célula. O carbono esté evidenciado na célula por se tratar de matéria organica e

0 oxigénio esta contido em toda a lamina.

Todas as analises de EDS descritas acima foram realizadas com uma lamina com
0 isolado proveniente do meio contendo 0 Mn, entretanto nenhum trago do elemento foi
encontrado, como estd exposto no grafico da Figura 19G que quantifica os elementos
encontrados. E valido ressaltar que R. mucilaginosa ndo foi capaz de remover o Mn no
periodo de 7 dias em meio liquido. Com isso, pode-se afirmar que o Mn ainda estava
presente no meio quando as aliquotas foram coletadas, mas que ap0s as etapas de
centrifugaces para a preparacdo das laminas, todo o meio de cultura foi separado da

massa celular, assim como 0 Mn presente no mesmo.

As imagens do MEV e de EDS da levedura M. caribbica encontram-se na Figura
20.
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Figura 20: Imagens de MEV por SE e de microanalise EDS de M. caribbica em Meio YPD na presenca e auséncia de Mn(Il). A) Visédo geral das leveduras
com aumento de 5.000 X; B) Aumento de 100.000 X na auséncia de Mn; C) Aumento de 90.000 X na presenca de Mn; D) EDS em meio sem Mn; E) EDS em

meio com Mn; F) Representacdo das localizacdo dos elementos na I[amina; G) EDS detalho para 0 Mn nas células; H) Gréfico da leitura espectrométrica dos
elementos.
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A Figura 20A representa de foram geral a levedura M. caribbica por MEV. Nas
Figuras 20B e 20C a célula estd em um aumento de 100 mil e 90 mil vezes na auséncia
e presenca de 0,91mM de Mn(ll), respectivamente. Foi observada diferenca na
morfologia das células nestas duas condi¢des, pois pela Figura 20C é possivel observar
que a célula encontra-se com aparéncia enrugada. Este enrugamento pode ser um
mecanismo de defesa da célula contra a presenca do metal, do mesmo modo que foi
observado um enrugamento macroscépico das colbnias dessa espécie nos ensaios de

tolerancia a altas concentracfes do ion Mn(l1).

A Figura 20D representa 0 mapeamento da microanalise de EDS para as células
na auséncia do Mn, e como esperado nenhum traco de Mn foi encontrado. Ja na Figura
20E encontra-se 0 mapeamento da microanalise de EDS em meio contendo Mn, e neste
caso, o elemento foi detectado. O Mn encontrado esta alojado principalmente no entorno
das células, como observado na Figura 20F, junto com a localizacdo dos outros
elementos, e também na Figura 20G que detalha a posicdo do Mn nas células. Os

elementos encontrados seguem o mesmo padréo da figura 19.

No gréafico da Figura 20H o elemento Mn foi detectado, entretanto com um valor
minimo igual a zero. Isto significa que o Mn esta presente, mas em pequena quantidade,
pois as analises da leitura espectrométrica de EDS apresentam um valor mais voltado para
um analise qualitativa. As analises de EDS consideram um valor numérico valido quando
a porcentagem em massa do elemento detectado é trés vezes maior que o desvio (Maurice
et al., 1980).

Nos ensaios realizados em meio liquido, M. caribbica removeu todo o Mn do
meio, podendo entdo ser concluido que o Mn encontrado nas andlises de EDS esta
adsorvido a membrana celular e ndo dissolvido no meio de cultura. Isto também pode ser
justificado pelo fato das células terem sido centrifugadas e todo o meio de cultivo

separado das mesmas durante a preparagdo das laminas.

As imagens do MEV e de EDS da levedura M. guilliermondii encontram-se na

Figura 21.
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Figura 21: Imagens de MEV por SE e de microanalise EDS de M. guilliermondii em Meio YPD na presenca e auséncia de Mn(I1). A) Visdo geral das leveduras
com aumento de 5.000 X; B) Aumento de 100.000 X na auséncia de Mn; C) Aumento de 100.000 X na presenca de Mn; D) EDS em meio com Mn; E) EDS
detalhado para 0 Mn nas células; F) EDS da localizacdo no Mn na lamina; G) Gréafico da leitura espectrométrica dos elementos.
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A Figura 21A representa de foram geral a levedura M. guilliermondii por MEV.
Nas Figuras 21B e 21C a célula esta em um aumento de 100 mil vezes na auséncia e
presenca de 0,91mM de Mn(Il), respectivamente. Assim como para M. caribbica,
também foi observada diferenca na morfologia das células, sendo que na presenca de Mn
a célula encontra-se com aparéncia muito enrugada. Novamente de maneira semelhante
a M. caribbica, o enrugamento também foi observado nos ensaios de tolerancia a altas
concentragfes do ion Mn(ll) e pode ser um mecanismo de defesa ao metal.

A Figura 21D representa a microanalise de EDS para a amostra com 0 meio
adicionado de Mn, e neste caso, o elemento também foi detectado. No mapeamento foi
encontrado o elemento fésforo (P), o que € justificado pelas células terem sido
ressuspendidas e fixadas em tampdo fosfato. Na Figura 21E tem-se o0 EDS detalhado
para 0 Mn, que encontra-se principalmente na regido celular como mostrado na Figura
21F, através de sua distribuicdo. Na Figura 21G o grafico mostra que o Mn detectado

nas células representa proximamente 0,6% em massa da amostra analisada.

4.7.2 MEV das Leveduras Crescidas em Placas com 32mM de Mn(I1)

As leveduras das cultivadas em placa foram analisadas atraves da deteccdo de
elétrons retroespalhados (BSE) que além da imagem topografica tridimensional também
fornece uma imagem de composi¢do. A imagem BSE é visualizada pelo contraste de
cores na imagem que é proveniente dos diferentes nimeros atdmicos dos elementos
presentes na amostra. Também foi realizada a microanalise de EDS. As imagens do MEV

e de EDS da levedura R. mucilaginosa em placa encontram-se na Figura 22.
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Figura 22: Imagens de MEV por BSE e de microanalise EDS do isolado 29 de R. mucilaginosa
em placa com 32mM de Mn(ll). A) Visdo geral das células com aumento de 1.000X; B) EDS das
células; C) Representacdo localizacdo dos elementos na lamina; D) Imagem em BSE destacando
0 ponto especifico para microanalise (seta preta); G) Grafico da leitura espectrométrica dos
elementos no ponto indicado pela seta preta na figura anterior.
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A Figura 22A representa uma visao geral por BSE na qual é possivel visualizar
pontos com diferentes tonalidades, os quais sdo provenientes da diferenga no nlimero
atdbmico dos elementos presentes na amostra. J& a Figura 22B mostra 0 mapeamento da
microanalise EDS em uma imagem por BSE, na qual o Mn foi encontrado e esta
localizado com maior expressdo nas células que se encontram com um contraste mais
claro de coloragdo, como detalhado na Figura 22C. Pode-se entéo dizer que a coloragéo
mais clara do contraste na imagem BSE € onde o Mn esta localizado. A Figura 22D
representa uma imagem por BSE da mesma regido em que foi realizado o mapeamento
dos elementos, mas com uma regido destacada. A Figura 22E apresenta o grafico da
andlise pontual da regido indicada pela seta preta na Figura 22D. No grafico observa-se
um pico acentuado de oxigénio e outro de Mn, sendo que 0 Mn encontra-se com o valor
em massa de 53% da regido analisada, e o oxigénio com 44,9%. Rajpert e cols. (2013)
mostraram que na superficie celular de um biofilme de R. mucilaginosa foi confirmada a

presenca de acimulo de cobre através da microanalise EDS.

A presencga de grande quantidade de oxigénio e do Mn sugere que nesta regido da
superficie celular esteja depositado MnOx, indicando que R. mucilaginosa foi realmente
capaz de oxidar o Mn(ll) a Mn(1V) em meio sélido com elevada concentracdo do ion
Mn(Il). Enguanto que na lamina realizada com células da cultura nao foi encontrado o
Mn, visto que em meio liquido com 0,91mM de Mn(Il) num periodo de sete dias R.
mucilaginosa ndo removeu 0 Mn do meio. Esses dados reforcam a hipotese de que os
ensaios de remocdo do Mn realizados neste trabalho ndo foram adequados para R.
mucilaginosa promover a oxidacdo do Mn(ll) a Mn(IV). Talvez com um periodo de
tempo superior a sete dias e maior concentracdo de Mn(Il) no meio, a levedura poderia

oxidar o metal.

As imagens do MEV e de EDS da levedura M. caribbica em placa encontram-se

na Figura 23.
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Figura 23: Imagens de MEV por BSE e de microanalise EDS de M. caribbica em placa com
32mM de Mn(11). A) Visdo geral das células com aumento de 1.000X; B) EDS detalhado do Mn

nas células; C) Representacéo localizagdo dos Mn na lamina; D) EDS das células; E) Grafico da
leitura espectrométrica dos elementos.
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A Figura 23A representa uma visdo geral por BSE atraves da diferenca de numero
atdbmico. J& na Figura 23B tem-se o EDS detalhado para o Mn, que encontra-se
principalmente na regido celular como mostrado na Figura 23C. A Figura 23D mostra a
microanalise de EDS em uma imagem por BSE e os elementos detectados estdo no

mesmo padréo das figuras anteriores.

Na Figura 23E encontra-se o grafico da analise de toda a regido da Figura 23D,
sem estar destacado algum ponto especifico. No gréfico foi detectado o Mn, mas por se
tratar da amostra como um todo, ndo foram obtidos picos acentuados para oxigénio e Mn.
O Mn neste caso, encontra-se com 0,8% em massa da amostra analisada. Os resultados
sugerem que na regido celular mais clara da imagem também esteja depositado éxido de
Mn.

Na Figura 24 estdo representadas as imagens do MEV e de EDS da levedura M.

guilliermondii em placa.
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Figura 24: Imagens de MEV por BSE e de microanélise EDS de M. guilliermondii em placa com
32mM de Mn(l1). A) Vis&o geral das células com aumento de 1.000X; B) EDS detalhado do Mn
nas células; C) Imagem em BSE destacando pontos para microanalise; D) Gréafico da leitura
espectrométrica dos elementos no ponto indicado pela seta preta na figura anterior; E) Gréfico da
leitura espectrométrica dos elementos no ponto indicado pela seta branca na figura anterior.
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A Figura 24A representa uma visdo geral por BSE através da diferenca de nimero
atdbmico. Na Figura 24B destaca-se a microanélise de EDS detalhada para o Mn, que
encontra-se bastante evidente na regido celular. A Figura 24C representa a mesma regiéo
em que foi realizado o0 mapeamento do Mn, mas com alguns pontos destacados para a
analise de regides especificas. As Figuras 24D e 24E apresentam graficos da analise das
regides indicadas pelas setas preta e branca, respectivamente, ambas destacadas na
Figura 24C. O gréfico da Figura 24D que foi realizado a partir de uma regido clara do
contraste, apresenta picos acentuados para 0 Mn e 0 oxigénio com a representacdo em
massa de 15,4% e 51%, respectivamente. Ja no grafico da Figura 24E, que foi realizado
a partir de uma regido escura do contraste, foi evidenciado menor quantidade de Mn, com
2,3% em massa do total da regido amostrada.

Estes resultados sugerem que as regides claras do contraste na imagem BSE sé&o
onde estdo depositadas maiores quantidades dos Oxidos de Mn que se encontram
adsorvidos na célula. Nos gréaficos das leituras espectrométricas de EDS realizadas a partir
dos pontos de contraste mais claro nas imagens, os elementos que se encontram em maior
quantidade sdo o C, O, e Mn, os quais sdo referentes ao material organico das células e
ao agregado de 6xido de Mn formado. Andlises semelhantes de EDS para bactérias que
oxidam Mn mostraram que o Mn, C e O sdo os principais elementos que cobrem a

superficie dos agregados e a parede celular das bactérias (Yang, W. et al., 2013).

Para as trés espécies de leveduras estudadas a remoc¢do do Mn em meio sélido
com altas concentracGes de Mn, decorreu-se provavelmente, do mecanismo direto de
biomineralizagdo, pela oxidacdo do Mn(ll) a Mn(IV). Entretanto, ndo foi possivel
destacar a partir de qual maneira ocorreu tal oxidacdo. A oxidacdo pode ter sido
decorrente da atividade de enzimas como lacase e MnP, ou também pela catélise
proveniente de algum componente da parede celular. Além da oxidacdo, também foi
evidenciado o mecanismo de biossorcdo, no qual éxidos de Mn ou o préprio ion Mn(ll)
foram adsorvidos na superficie da parede celular microbiana, e neste sentido, os 6xidos

de Mn podem estar atuando como quelantes do ion Mn(Il).

As células fungicas sdo eficientes e econdmicas para a remocao de metais toxicos
de solugdes através da biossor¢do, uma vez que a sua biomassa oferece a vantagem de ter
alto percentual de material celular que possui excelentes propriedades para a ligacdo ao
metal (Das et al., 2008). Micro-organismos incluindo bactérias, fungos e algas vém sendo
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investigados quanto as suas caracteristicas de se ligarem a metais em sistemas que
incluem biomassa microbiana morta ou células vivas (Gavrilescu, 2004). A biossorcéao de
metais como Zn, Ni, e Cr foi demostrada através micrografias de MEV utilizando a

biomassa fungica de Aspergillus sp (Kumar et al., 2012).

Espécies de leveduras sdo conhecidas como células capazes de se ligarem a
metais. A levedura S. cerevisiae ja se demostrou eficiente para a biossorcado de metais tais
como platina (Pt), mercurio (Hg), arsénio (As), paladio (Pd), Cu, Zn, Cd, Pb, Co, Ni, Cr,
Au, Ag, e Al (Wang e Chen, 2006). De modo semelhante, outras leveduras também séo

excelentes biossorventes.

A levedura Cryptococcus sp se apresentou como uma potencial candidata para
biorremediacéo de areas contaminadas por metais. A levedura foi tolerante a até 1,82mM
de Pb, Cu, Zn e Cd em meio liquido. Micrografias de MEV revelaram claras mudancas
na morfologia da parede celular ap6s o crescimento na presenca de 1,82mM dos metais
pesados. Os danos mais evidentes podem ser observados pelo encolhimento e distorgéo
da parede celular na presenca de Cd, e depressdes na presenca de Pb e Zn. Foi ainda
evidenciado que embora a morfologia da superficie celular tenha sido afetada na presenca
dos metais pesados, o crescimento global da levedura ndo foi muito influenciado (Singh
etal., 2013).

Varios fatores podem ser responsaveis pelas alteracbes na morfologia da
superficie celular na presenca de metais (Singh et al., 2013). Por exemplo, a secre¢do de
substancias poliméricas em Desulfovibrio desulfuricans durante a biossorcéo de Zn e Cu
foi responsavel pela modificacdo da morfologia da superficie celular (Chen et al., 2000).
De modo semelhante, foi demostrado que em uma cepa de S. cerevisiae 0 engrossamento
da parede celular e 0 aumento da camada superficial beneficiava a capacidade de adsor¢édo
de Cd pela levedura (Park et al., 2003).

Analises de EDS detectaram a presenca Cd, Cu e Pb adsorvidos em células
Cryptococcus sp crescidas na presenca destes metais pesados. A presenga dos metais foi
correspondente aos picos nos graficos de EDS, demostrando suas respectivas biossor¢oes

na superficie celular (Singh et al., 2013).

A biomassa de duas cepas marinhas da levedura Yarrowia lipolytica podem ser

utilizadas para como eficientes biossorventes para a remocdo de ions Cr(1V), na qual a
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adsorcédo do elemento na célula foi comprovada por micrografias de MEV e anélise EDS
(Bankar et al., 2009). De modo semelhante, microanalises de EDS e micrografias de MEV
confirmaram a presenca de Ni(ll) adsorvidos na célula de outras duas cepas de Y.
lipolytica, as quais desempenharam a remoc¢édo do Ni(ll) em altas e baixas concentracfes
(Shinde et al., 2012).

Duas das espécies identificadas no presente trabalho, R. mucilaginosa e M.
guilliermondii, foram isoladas de uma mina de ouro brasileira e se mostraram capazes de
adsorver ions ou complexos de Ag como mecanismo de defesa contra a presencga do metal
(Gomes et al., 1999). A levedura R. mucilaginosa isolada de um efluente com residuos
de Cu em uma mina da Vale no estado do Para, Brasil, tolerou concentraces de até
36,4mM do ion Cu(ll) e adsorveram o metal presente no efluente. Neste estudo, a
biomassa morta foi responsavel pela captura dos ions Cu(ll) durante a biorremediagéo
(Salvadori et al., 2014).

Anadlises de microscopia eletrdnica de transmissdo de R. mucilaginosa na presenca
de 0,5mM de Cu(ll) revelaram a ocorréncia de corpos escuros no citoplasma que
provavelmente correspondem a depdsitos de Cu. Apesar da presenca de muitos corpos
escuros no citoplasma, a morfologia celular foi similar a das células controle na auséncia
do Cu, enquanto que para a levedura Candida fukuyamaensis, nas mesmas condicdes, foi
observada perda da sua estrutura tipica, com clareamento do citoplasma e afrouxamento
da parede celular (Villegas et al., 2009). Isto pode justificar o ocorrido no presente estudo,
no que diz respeito as ldminas realizadas a partir das culturas de R. mucilaginosa, nas
quais a levedura ndo apresentou diferenca na morfologia apds a exposi¢do durante sete
dias a 0,91mM do ion Mn(ll), enquanto que M. caribbica e M. guilliermondii
apresentaram a estrutura da parede celular com aparéncia enrugada. De modo semelhante,
a textura das col6nias também se mostrou de forma enrugada ap6s 30 dias de exposicao
a 32mM de Mn(ll) para as duas espécies. Esses dados sugerem que diferentes leveduras

podem reagir de maneiras distintas na presenca do metal.

Assim como R. mucilaginosa, uma cepa de M. guilliermondii isolada do esgoto
de uma estacdo de tratamento de aguas residuais, removeu o Cu do meio utilizando o
mecanismo de adsorc¢do. J& tem sido mostrado que o Cu afeta a morfologia e fisiologia
das células viaveis, e que o processo de captura do Cu também pode estar relacionado a
bioacumulacdo do metal (De Siloniz et al., 2002).
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Além do Cu, células de M. guilliermondii também se mostraram capazes de
remover o Cr do meio, de modo que o metal acumulado nas células continha 29,3% e
52,3% de Cr(ll) e Cr(VI), respectivamente. A biorremediacdo do Cr tri e hexavalente
envolveu a conversdo do metal em compostos organicamente ligados a superficie celular
(Kaszycki et al., 2004).

A tecnologia de biossor¢do na qual a biomassa viva ou morta é utilizada para
acumular metais pesados € uma método que pode substituir processos convencionais de
remediacdo de metais poluentes em efluentes ou solos (Gavrilescu, 2004). Com base
nestes aspectos, as espécies de leveduras identificadas neste trabalho poderiam atuar
como biossorventes para a descontaminacdo de efluentes contendo o Mn dissolvido em

elevadas concentragdes.

As leveduras R. mucilaginosa, M. caribbica e M. guilliermondii juntamente com
os demais fungos e as bactérias isolados neste trabalho, assim como o0s outros micro-
organismos presentes na mina mas que ndo foram isolados, participam em conjunto, da
dindmica do Mn na agua da mina. Os micro-organismos sdo responsaveis pelos processos
de oxidacdo e reducdo do Mn, e deste modo, participam ativamente no ciclo

biogeoquimico deste elemento no ambiente.
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5. Conclusao
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A partir da analise dos dados obtidos no presente trabalho, foi possivel chegar as

seguintes conclusoes:

As trés espécies de leveduras identificadas, R. mucilaginosa, M. caribbica e M.

guilliermondii sdo tolerantes ao ion Mn(Il).

M. guilliermondii e M. caribbica sdo eficientes para remover o Mn em meio
liquido, portanto podem ser testadas em média e larga escala em condigdes que
mimetizem o efluente da qual foram isoladas. Enquanto que R. mucilaginosa
apresenta boas evidéncias de atuar da mesma forma, mas necessita-se de maiores

investigacoes.

As trés espécies de leveduras atuam como potencias candidatas a agentes

biossorventes para atuarem na descontaminacdo de efluentes poluidos com o Mn.
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6. Perspectivas
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Novo sequenciamento do isolado 42 para a confirmacg&o de pertencer a espécie de

R. mucilaginosa;
Ensaios de remocdo com maior duragdo para os isolados de R. mucilaginosa ou

com maior concentracdo do ion Mn(ll) para avaliar se com tais ajustes a levedura
seria capaz de melhorar seu potencial de remocéo do Mn(Il) em meio liquido;

Elucidar o mecanismo direto de remoc¢do observado através da realizagdo de

ensaios de atividade enzimatica da lacase e manganés peroxidase.
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7. Anexos
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Anexo A: Sequéncias recuperadas no BLAST para o isolado 13.

Tabela 10: Sequéncias recuperadas no BLAST para o isolado 13.

Espécie N° de acesso E-value Identidade
Rhodotorula mucilaginosa KC515367.1 0,0 99%
Rhodotorula dairenensis AF444684.1 0,0 98%
Rhodotorula glutinis JQ425370.1 0,0 95%
Rhodosporidium sphaerocarpum HQ670691.1 0,0 94%
Rhodosporidium paludigenum KF411507.1 0,0 91%
Rhodosporidium toruloides HQ670679.1 0,0 91%
Rhodosporidium kratochvilovae AF444686.1 0,0 91%
Rhodotorula graminis NR 073273.1 0,0 90%
Rhodosporidium babjevae AF444636.1 0,0 90%
Rhodotorula araucariae JN246545.1 0,0 90%
Rhodosporidium diobovatum FJ515183.1 0,0 89%
Sporobolomyces nylandii JQ268608.1 4e-179 87%
Sporidiobolus ruineniae JQ425394.1 4e-177 88%
Sporobolomyces koalae HQ832829.1 2e-139 83%
Rhodosporidium fluviale AB073240.1 3e-173 87%
Rhodosporidium lusitaniae NR 077091.1 5e-166 86%
Sporidiobolus microsporus NR 073229.1 3e-173 87%
Sporobolomyces roseus JQ993392.1 5e-144 84%
Rhodosporidium concentricum DQ250655.1 2e-155 86%
Rhodotorula colostri JN246562.1 le-137 84%
Sporobolomyces beijingensis GU291278.1 le-132 83%
Sporidiobolus salmonicolor FJ914884.1 5e-126 82%
Sporidiobolus johnsonii AB030336.1 le-121 82%
Sporobolomyces poonsookiae AB030328.1 4e-157 86%
Sporobolomyces odoratus JN246559.1 4e-147 85%
Sporobolomyces phaffii AY069994.1 le-121 85%
Rhodosporidium azoricum AB073229.1 2e-145 85%
Sporidiobolus longiusculus JN246566.1 6e-125 86%
Rhodotorula yarrowii NR 073328.1 le-106 82%
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Anexo B: Sequéncias recuperadas no BLAST para o isolado 29.

Tabela 11: Sequéncias recuperadas no BLAST para o isolado 29.

Espécie N° de acesso E-value Identidade
Rhodotorula mucilaginosa KC515367.1 0,0 99%
Rhodotorula dairenensis AF444684.1 0,0 98%
Rhodotorula glutinis JQ425370.1 0,0 96%
Rhodosporidium sphaerocarpum HQ670691.1 0,0 95%
Rhodosporidium paludigenum KF411507.1 0,0 91%
Rhodosporidium toruloides HQ670679.1 2e-179 91%
Rhodosporidium kratochvilovae AF444686.1 0,0 91%
Rhodotorula graminis NR 073273.1 le-176 91%
Rhodosporidium babjevae AF444636.1 5e-175 91%
Rhodotorula araucariae JN246545.1 5e-170 91%
Rhodosporidium diobovatum FJ515183.1 7e-169 90%
Sporobolomyces nylandii JQ268608.1 5e-150 87%
Sporidiobolus ruineniae JQ425394.1 le-156 88%
Sporobolomyces koalae HQ832829.1 3e-127 85%
Rhodosporidium fluviale AB073240.1 4e-151 88%
Rhodosporidium lusitaniae NR 077091.1 4e-146 87%
Sporidiobolus microsporus NR 073229.1 4e-131 86%
Sporobolomyces roseus JQ993392.1 2e-134 86%
Rhodosporidium concentricum DQ250655.1 3e-142 88%
Rhodotorula colostri JN246562.1 2e-124 85%
Sporobolomyces beijingensis GU291278.1 le-130 86%
Sporidiobolus salmonicolor FJ914884.1 5e-126 84%
Sporidiobolus johnsonii AB030336.1 2e-120 82%
Sporobolomyces poonsookiae AB030328.1 le-140 87%
Sporobolomyces odoratus JN246559.1 le-135 86%
Sporobolomyces phaffii AY069994.1 le-121 85%
Rhodosporidium azoricum AB073229.1 2e-120 85%
Sporidiobolus longiusculus JN246566.1 3e-122 85%
Rhodotorula yarrowii NR 073328.1 4e-101 82%
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Anexo C: Sequéncias recuperadas no BLAST para o isolado 43.

Tabela 12: Sequéncias recuperadas no BLAST para o isolado 43.

Espécie N° de acesso E-value Identidade
Rhodotorula mucilaginosa KC515367.1 0,0 100%
Rhodotorula dairenensis AF444684.1 0,0 99%
Rhodotorula glutinis JQ425370.1 0,0 95%
Rhodosporidium sphaerocarpum HQ670691.1 0,0 94%
Rhodosporidium paludigenum KF411507.1 0,0 91%
Rhodosporidium toruloides HQ670679.1 0,0 91%
Rhodosporidium kratochvilovae AF444686.1 0,0 91%
Rhodotorula graminis NR 073273.1 0,0 90%
Rhodosporidium babjevae AF444636.1 0,0 90%
Rhodotorula araucariae JN246545.1 0,0 90%
Rhodosporidium diobovatum FJ515183.1 0,0 89%
Sporobolomyces nylandii JQ268608.1 5e-166 87%
Sporidiobolus ruineniae JQ425394.1 5e-171 87%
Sporobolomyces koalae HQ832829.1 3e-133 83%
Rhodosporidium fluviale AB073240.1 2e-165 86%
Rhodosporidium lusitaniae NR 077091.1 6e-160 86%
Sporidiobolus microsporus NR 073229.1 6e-145 85%
Sporobolomyces roseus JQ993392.1 2e-134 83%
Rhodosporidium concentricum DQ250655.1 2e-155 86%
Rhodotorula colostri JN246562.1 le-137 84%
Sporobolomyces beijingensis GU291278.1 2e-129 83%
Sporidiobolus salmonicolor FJ914884.1 6e-120 82%
Sporidiobolus johnsonii AB030336.1 6e-115 81%
Sporobolomyces poonsookiae AB030328.1 le-140 87%
Sporobolomyces odoratus JN246559.1 4e-157 86%
Sporobolomyces phaffii AY069994.1 le-121 85%
Rhodosporidium azoricum AB073229.1 6e-145 85%
Sporidiobolus longiusculus JN246566.1 6e-125 86%
Rhodotorula yarrowii NR 073328.1 2e-100 82%
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Anexo D: Sequéncias recuperadas no BLAST para os isolado 38 e 39.

Tabela 13: Sequéncias recuperadas no BLAST para os isolados 38 e 39.

Espécie N° de acesso E-value Identidade
Meyerozyma caribbica JQ083436.1 0,0 99%
Meyerozyma guilliermondii JN606264.1 0,0 99%
Debaryomyces hansenii var. fabryi AF209874.1 0,0 99%
Candida xestobii AM158923.1 0,0 99%
Candida smithsonii FJ196789.1 0,0 98%
Candida athensensis FJ196788.1 0,0 96%
Candida elateridarum FJ196772.1 0,0 93%
Schwanniomyces capriottii HQ115736.1 2e-180 88%
Debaryomyces subglobosus JN851033.1 6e-180 88%
Debaryomyces fabryi HE681098.1 2e-179 88%
Debaryomyces prosopidis NR 077067.1 2e-179 88%
Debaryomyces vindobonensis FN598876.1 2e-179 88%
Schwanniomyces pseudopolymorphus JQ425390.1 7e-179 88%
Pueraria montana var. lobata EF432798.1 9e-133 88%
Candida temnochilae FJ153211.1 0,0 89%
Debaryomyces nepalensis JN942654.1 4e-176 88%
Debaryomyces coudertii JN942655.1 2e-174 88%
Debaryomyces renaii HQ999977.1 9e-173 87%
Pichia haplophila DQ409169.1 2e-175 88%
Pichia castillae DQ409168.1 7e-174 88%
Debaryomyces udenii NR 077068.1 9e-173 87%
Scheffersomyces segobiensis HQ876046.1 4e-171 87%
Pichia segobiensis DQ409166.1 4e-171 87%
Candida sinolaborantium KC182132.1 le-171 88%
Scheffersomyces stipitis KC349926.1 6e-170 87%
Pichia media DQ409170.1 4e-171 87%
Debaryomyces marama AJ586525.1 4e-166 87%
Scheffersomyces shehatae JQ026374.1 le-171 87%
Candida insectosa HQ652064.1 6e-170 87%
Debaryomyces robertsiae AJ586522.1 3e-168 87%
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Candida lignosa
Candida lignicola
Debaryomyces castellii
Schwanniomyces occidentalis

Debaryomyces vanrijiae

Schwanniomyces polymorphus var. africanus

Debaryomyces yamadae

Debaryomyces pseudopolymorphus

Candida coipomoensis
Scheffersomyces ergatensis
Candida ergatensis
Debaryomyces carsonii
Candida atmosphaerica
Candida pseudoaaseri
Candida ascalaphidarum
Scheffersomyces cryptocercus
Candida fermenticarens
Candida palmioleophila
Scheffersomyces illinoinensis
Candida tumulicola
Candida laureliae
Candida zeylanoides

Candida boleticola

HQ652063.1
HQ652074.1
AB054102.1
HQ026732.1
AB054104.1
HM627159.1
EU343861.1
AB054101.1
HQ652070.1
KC479688.1
HQ652046.1
AJB53767.1
AJ539369.1
IN241686.1
F1623623.1
JQ713975.1
FM178353.1
JF921977.1
KC479692.1
AB365457.1
AY821841.1
AY821843.1

KC878463.1

le-171
2e-164
9e-163
3e-168
le-161
3e-157
3e-162
3e-158
2e-159
2e-154
2e-154
2e-159
7e-154
3e-157
4e-151
2e-155
le-152
2e-149
2e-169
2e-140
6e-140
8e-139

1e-136

87%
87%
88%
88%
88%
87%
88%
87%
86%
86%
86%
86%
86%
92%
86%
87%
91%
85%
87%
85%
85%
85%

85%
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Anexo E: Sequéncias recuperadas no BLAST para o isolado 28.

Tabela 14: Sequéncias recuperadas no BLAST para o isolado 28.

Espécie N° de acesso E-value Identidade
Meyerozyma caribbica JQ083436.1 0,0 100%
Meyerozyma guilliermondii JN606264.1 0,0 99%
Debaryomyces hansenii var. fabryi AF209874.1 0,0 99%
Candida xestobii AM158923.1 0,0 99%
Candida smithsonii FJ196789.1 0,0 98%
Candida athensensis FJ196788.1 0,0 96%
Candida elateridarum FJ196772.1 0,0 93%
Schwanniomyces capriottii HQ115736.1 0,0 89%
Debaryomyces subglobosus JN851033.1 0,0 89%
Debaryomyces fabryi HE681098.1 0,0 89%
Debaryomyces prosopidis NR 077067.1 0,0 89%
Debaryomyces vindobonensis FN598876.1 0,0 89%
Schwanniomyces pseudopolymorphus JQ425390.1 0,0 89%
Pueraria montana var. lobata EF432798.1 0,0 88%
Candida temnochilae FJ153211.1 0,0 89%
Debaryomyces nepalensis JN942654.1 0,0 88%
Debaryomyces coudertii JN942655.1 2e-179 88%
Debaryomyces renaii HQ999977.1 9e-178 88%
Pichia haplophila DQ409169.1 3e-177 88%
Pichia castillae DQ409168.1 2e-175 88%
Debaryomyces udenii NR 077068.1 9e-173 88%
Scheffersomyces segobiensis HQ876046.1 4e-171 88%
Pichia segobiensis DQ409166.1 9e-173 88%
Candida sinolaborantium KC182132.1 le-171 88%
Scheffersomyces stipitis KC349926.1 le-171 87%
Pichia media DQ409170.1 4e-171 87%
Debaryomyces marama AJ586525.1 4e-171 88%
Scheffersomyces shehatae JQ026374.1 6e-170 87%
Candida insectosa HQ652064.1 6e-170 87%
Debaryomyces robertsiae AJ586522.1 6e-170 87%
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Candida lignosa
Candida lignicola
Debaryomyces castellii
Schwanniomyces occidentalis

Debaryomyces vanrijiae

Schwanniomyces polymorphus var. africanus

Debaryomyces yamadae

Debaryomyces pseudopolymorphus

Candida coipomoensis
Scheffersomyces ergatensis
Candida ergatensis
Debaryomyces carsonii
Candida atmosphaerica
Candida pseudoaaseri
Candida ascalaphidarum
Scheffersomyces cryptocercus
Candida fermenticarens
Candida palmioleophila
Scheffersomyces illinoinensis
Candida tumulicola
Candida laureliae
Candida zeylanoides

Candida boleticola

HQ652063.1
HQ652074.1
AB054102.1
HQ026732.1
AB054104.1
HM627159.1
EU343861.1
AB054101.1
HQ652070.1
KC479688.1
HQ652046.1
AJB53767.1
AJ539369.1
IN241686.1
F1623623.1
JQ713975.1
FM178353.1
JF921977.1
KC479692.1
AB365457.1
AY821841.1
AY821843.1

KC878463.1

3e-168
le-167
le-167
le-166
le-166
3e-162
3e-162
3e-163
4e-161
2e-159
2e-159
7e-159
3e-157
4e-156
4e-151
8e-154
8e-154
le-152
4e-171
8e-139
3e-138
4e-137

6e-135

87%
87%
88%
88%
88%
88%
88%
88%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
85%
86%
87%
84%
84%
84%

84%
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Anexo F: Alinhamento no Clustlw2 para os isolados 12, 13, 29 e 43

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

13 -—--GTCCAACTTAACTTGGAGTCCGAACTCTCACTTTCTAACCCTGTGCACTTGTTTGG 56
29 e
12 -—--GTCCAACTTAACTTGGAGTCCGAACTCTCACTTTCTAACCCTGTGCACTTGTTTGG 56
43 GGACGTCCAACTTAACTTGGAGTCCGAACTCTCACTTTCTAACCCTGTGCACTTGTTTGG 60
13 GATAGTAACTCTCGCAAGRGAGCGAACTCCTATTCACTTATAAACACARAGTCTATGAA 116
29 mmmmmmmmmmmm e AACTCCTATTCACTTATAAACACMAAGTCTATGAAT 36
12 GATAGTAACTCTCGCAAGAGAGCGAACTCCTATTCACTTATAAACACARAGTCTATGAAT 116
43 GATAGTAACTCTCGCAAGAGAGCGAACTCCTATTCACTTATAAACACAAAGTCTATGAAT 120
R e b e S 2 b b S S S b b S S 2 b b S Ak kAkkAkkk KXk kK
13 GTATTAAATTTTATAACAAAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGA 176
29 GTATTAAATTTTATAACAAAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGA 96
12 GTATTAAATTTTATAACAAAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGA 176
43 GTATTAAATTTTATAACAAAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGA 180
R i i i I e S I b R e S S b i e S b S b b S b b b S S b b S S S b b e S db b b b S S b b b b S 2 b b 4
13 TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA 236
29 TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA 156
12 TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA 236
43 TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA 240
R b S b I S i I b R e S S b i e S b I b b S I I b b S S S b e S S S b b e S I b b b S S b b e S I b S i 4
13 TCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCATGGTATTCCGTGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATG 296
29 TCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCATGGTATTCCGTGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATG 216
12 TCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCATGGTATTCCGTGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATG 296
43 TCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCATGGTATTCCGTGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATG 300
R R b R I i e b i e S b b S I b S S b I e S S S b b e S I b b S S b b I b S I b b Y
13 AATACTTCAACCCTCCTCTTTCTTAATGATTGAAGAGGTGTTTGGTTTCTGAGCGCTGCT — 356
29 AATACTTCAACCCTCCTCTTTCTTAATGATTGAAGAGGTGTTTGGTTTCTGAGCGCTGCT 276
12 AATACTTCAACCCTCCTCTTTCTTAATGATTGAAGAGGTGTTTGGTTTCTGAGCGCTGCT — 356
43 AATACTTCAACCCTCCTCTTTCTTAATGATTGAAGAGGTGTTTGGTTTCTGAGCGCTGCT 360
R R b e i I R S S b I e S I b S I b b S S b I e S S S b b e S I b S S b b I S S I b S 4
13 GGCCTTTACGGTCTAGCTCGTTCGTAATGCATTAGCATCCGCAATCGAACTTCGGATTGA 416
29 GGCCTTTACGGTCTAGCTCGTTCGTAATGCATTAGCATCCGCAATCGAACTTCGGATTGA 336
12 GGCCTTTACGGTCTAGCTCGTTCGTAATGCATTAGCATCCGCAATCGAACTTCGGATTGA 416
43 GGCCTTTACGGTCTAGCTCGTTCGTAATGCATTAGCATCCGCAATCGAACTTCGGATTGA 420
R R R R B I S R i S I b i S I b S I S S b i S S S b b e S I b b b S S b b I S S I b b 4
13 CTTGGCGTAATAGACTATTCGCTGAGGAATTCTAGTCTTCGGACTAGAGCCGGGTTGGGT 476
29 CTTGGCGTAATARACTATTCGCTGAGGAATTCTAGTCTTCGGATTAGAGCCGGGTTGGGT — 396
12 CTTGGCGTAATAGACTATTCGCTGAGGAATTCTAGTCTTCGGACTAGAGCCGGGTTGGGT 476
43 CTTGGCGTAATAGACTATTCGCTGAGGAATTCTAGTCTTCGGACTAGAGCCGGGTTGGGT — 480

hhkhkhhhkhhkhkhkhkh hhkhkhhkhkhkrrhhkhkhrhhhkhkkhkrrhhkhhkrhkhkhkhkdx *hhkhkhkrrhhkhkkrhrkh*k

13 TAAAGGAAGCTTCTAATCAGAATGTCTACATTTTAAGATTAGATCTCAAATCAGGTAGGA 536

29 TAAAGGAAGCTTCTAATCAGAATGTCTACATTTTAAGATTAGATCTCAAATCAGGTAGGA 456

12 TAAAGGAAGCTTCTAATCAGAATGTCTACATTTTAAGATTAGATCTCAAATCAGGTAGGA 536

43 TAAAGGAAGCTTCTAATCAGAATGTCTACATTTTAAGATTAGATCTCAAATCAGGTAGGA 540
Kk ok ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok k kK k ko ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ko ko ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko kK ok K ok

13 CTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAGGCGGAGGAA 574
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29
12
43

CTACCCGCTGAACTTAAGC ———————————===———
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGC ——-----

CTACCCGCTGAACTTAA

BRI e I i
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Anexo G: Alinhamento no Clustlw2 para os isolados 28, 38 e 39

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

38 GAAAAACCTTACACACAGTGTCTTTTTGATACAGAACTCTTGCTTTGGTTTGGCCTAGAG 60

39 GAAAAACCTTACACACAGTGTCTTTTTGATACAGAACTCTTGCTTTGGTTTGGCCTAGAG 60

28 GAAAAACCTTACACACAGTGTCTTTTTGATACAGAACTCTTGCTTTGGTTTGGCCTAGAG 60
R e S b e S S 2 b b e S b b b e S I b b S S I b b e S 2 b b R e S I b b e S 2 b b e S S b b b b g b b b S S 3 b b 4

38 ATAGGTTGGGCCAGAGGTTTAACAAAACACAATTTAATTATTTTTACAGTTAGTCAAATT 120

39 ATAGGTTGGGCCAGAGGTTTAACAAAACACAATTTAATTATTTTTACAGTTAGTCAAATT 120

28: ATAGGTTGGGCCAGAGGTTTAACAAAACACAATTTAATTATTTTTATTGATAGTCAAATT 120
R e i S S I b b e S 2 b b S S b b e S S S b b e S 2 b b I S Ib b b S 2 b b 4 :*:**********

38 TTGAATTAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAAC 180

39 TTGAATTAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAAC 180

28 TTGAATTAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAAC 180

R R R S S R e S S S S S I I S S b S I R S S S S b b S S S b S S b b b S b b i 4

38 GCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAA 240

39_ GCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAA 240

28_ GCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAA 240
]k Kk K Kk ok ok kK K Kk ok ok kK K Kk R ok ok ok ok R R Rk ok ok K R Rk ok ok kR R R kR kK R Rk kR kK Kk

38 CGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTC 300

39 CGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTC 300

28 CGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTC 300
]k Kk K Kk ok ok kK K Kk ok ok kK K Kk R ok ok ok ok R R Rk ok ok K R Rk ok ok kK R R kR kK R Rk kR kK Rk

38 AAACCCCCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGGACTAGGCGTTTGCTTGARAAG 360

39 AAACCCCCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGGACTAGGCGTTTGCTTGAAAAG 360

28 AAACCCCCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGAACTAGGCGTTTGCTTGAAAAG 360
Kok ok ok K ok ok K ok ok ok ok ok Kk ok K ok K ok ok Kk k ok k ok Kk ok kK k k| ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ok Kk

38 TATTGGCATGGGTAGTACTAGATAGTGCTGTCGACCTCTCAATGTATTAGGTTTATCCAA 420

39_ TATTGGCATGGGTAGTACTAGATAGTGCTGTCGACCTCTCAATGTATTAGGTTTATCCAA 420

28_ TATTGGCATGGGTAGTACTGGATAGTGCTGTCGACCTCTCAATGTATTAGGTTTATCCAA 420
Kok kkkkk kK kkkkhhkkk Kk kkkkk kK kkk Kk kkkkkk Kk khkkkkkkkkkkkkkkkx

38 CTCGTTGAATGGTGTGGCGGGATATTTCTGGTATTGTTGGCCCGGCCTTACAACAACCAA 480

39 CTCGTTGAATGGTGTGGCGGGATATTTCTGGTATTGTTGGCCCGGCCTTACAACAACCAA 480

28 CTCGTTGAATGGTGTGGCGGGATATTTCTGGTATTGTTGGCCCGGCCTTACAACAACCAA 480
]k Kk Kk ok ok kK K Kk ok ok kK K Rk K ok ok ok ok R R R ok ok ok kK R Rk ok ok kK Rk Rk ok K K R Rk ok kK Kk

38 ACAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCATAA 535

39 ACAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA--- 532

28 ACAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA--- 532

AhhkAk Ak h kA A hhkhhhkhAhhhkhkhkhAhkhhhkhkrrhkhkhkhArhkhhkkhkrrhkhkhkhkhkrrkhkkkxx*x
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