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Resumo

Oliveira, J. M. Leveduras associadas a moluscos bivalves e agua do
estuario do Rio Subaé, Sdo Francisco do Conde, BA

O presente estudo reporta ao isolamento e identificacdo molecular de
leveduras isoladas de amostras de agua e de moluscos bivalves (Mytella
guyanensis e Crassostrea rhizophorae) comumente coletados no estuario do
rio Subaé, Sdo Francisco do Conde-BA. Além do tema central de isolamento e
identificagdo de leveduras de &agua e dos dois moluscos bivalves
supramencionados, sado discutidas as implicagbes a saude e meio ambiente,
uma vez que a Bacia do Rio Subaé sofre acdo antropica, em alguns pontos,
contemplando o ambiente estuarino, tornando-se um fator relevante para o
monitoramento ambiental. Os isolados foram identificados pelo estudo dos
dominios D1/D2 do gene do RNA ribossémico (rRNA) 26S e, para algumas
amostras foi realizado o estudo adicional da regido do gene da RNA polimerase
Il elucidando a identificagdo a nivel de espécie. Adicionalmente foram
realizadas andlises filogenética de 5 espécies, que nao haviam sido relatadas
anteriormente em moluscos bivalves. Foram identificados 70 isolados de
leveduras, distribuidos em nove géneros, sendo Candida spp. e Rhodotorula
Spp. 0s géneros prevalentes. As analises também revelaram predominancia do
Filo Ascomycota com 48 representantes, frente ao Basidiomycota com 17
isolados. Candida haemulonii, Candida maris, Candida infanticola, Candida
natalensis, Hanseniaspora opuntiae tiveram sua presenca relatada pela
primeira vez em moluscos bivalves. Este é o primeiro relato relacionado as
andlises moleculares da comunidade de leveduras em moluscos bivalves no
Nordeste brasileiro. O presente trabalho amplia o conhecimento da diversidade
de leveduras associada a bivalves que sdo amplamente consumidos de forma
in natura ou levemente cozidos, podendo agir como mais um indicador da
qualidade desses pescados.

Palavras-chave: leveduras marinhas, sequenciamento, estuario.



ABSTRACT

Oliveira, J. M. Yeasts associated with bivalve molluscs and water estuary
Subaé, Séo Francisco do Conde, BA

This study reports the isolation and molecular identification of yeasts isolated
from water samples and bivalve molluscs (Mytella guyanensis and Crassostrea
rhizophorae) commonly collected in the estuary of the river Subaé, S&o
Francisco do Conde, Bahia. In addition to the central theme of isolation and
identification of water yeast and the two above bivalve molluscs are discussed
the implications to health and the environment, since the basin Subaé Rio
suffers anthropic action, at some points, contemplating the estuarine
environment, becoming an important factor for environmental monitoring. The
isolates were identified in the study of the domains D1 / D2 gene ribosomal
RNA (rRNA) 26S and, for some samples was conducted further study of RNA
polymerase Il gene region elucidating the identification to the species level.
Additionally phylogenetic analysis of five species were carried out, which had
not been previously reported in bivalve molluscs. 70 isolates were identified in
yeast, distributed in nine genera, and Candida spp. and Rhodotorula spp. the
prevalent genres. The study also revealed predominance of Filo Ascomycota
with 48 representatives across the Basidiomycota with 17 isolates. Candida
haemulonii, Candida maris, Candida infanticola, Candida natalensis,
Hanseniaspora opuntiae had their first reported presence bivalve mollusks. This
is the first report related to the molecular analysis of the yeast community in
bivalve molluscs in northeastern Brazil. This study extends the knowledge of the
diversity of bivalves associated with yeasts that are widely consumed form of
raw or lightly cooked, can act as a further indicator of the quality of these fish.

Keywords: marine yeasts, sequencing, estuary.



INTRODUCAO

Leveduras sdo micro-organismos unicelulares que habitam diferentes tipos
de ambientes naturais, sejam aquaticos, terrestre ou até extremos, como a
Antéartida (BUTINAR et al., 2005; CONNELL et al., 2008; DUARTE et al., 2013).
Para estes ambientes os estudos voltados a prospeccdo de leveduras e outros
micro-organismos tem sido intensificados nos ultimos anos devido a rapida
degradacédo de ambientes naturais no mundo inteiro (FELL et al., 2000; BRITO et
al., 2010; MINILLO et al., 2013; SOTERO-MARTINS, VIANA e CARVAJAL, 2014).
Contudo, a maior parte dos trabalhos reportam as leveduras de ambientes
terrestres e aquaticos, com alguns relatos sobre leveduras marinhas e estuarinas
no mundo, sendo excipientes na costa do Brasil (ARAUJO; HAGLER, 2010;
COELHO et al., 2010; KANDASAMY et al., 2012).

O ambiente aquatico mostra-se promissor com relacdo a diversidade de
leveduras que ainda podem ser descobertas e suas diversas aplicacdes
biotecnolégicas. Estudos ja realizados com a utilizacdo de leveduras desses
ambientes demonstraram que elas podem ser superiores na producdo de
algumas biomoléculas quando comparadas a leveduras isoladas de ambientes
terrestres (SARAVANAKUMAR et al., 2013; DUARTE et al., 2013). Tendo apenas
5% da sua diversidade estimada conhecida, estudos que objetivam esse
conhecimento, apresentam grande relevancia, principalmente quando realizados
em ambientes aquaticos tropicais, onde muito pouco tem sido feito em relacdo a
diversidade microbiana, se comparado a ambientes temperados (ARAUJO;
HAGLER, 2010).

Além do potencial biotecnoldgico, as leveduras podem ser utilizadas como
bioindicadores da condicdo ambiental em que se encontram, seja como indicador
de poluicdo como a Candida tropicalis e C. krusei associadas a animais de
sangue quente ou indicadores de areas preservadas como a espécie
Kluyveromyces aestuarii que € uma espécie encontrada apenas em regides de
mangue que estejam livres de impactos antropogénicos (SOARES et al., 1997;
FELL et al.,, 2010; de ARAUJO et al., 2011). Neste aspecto, a identificacdo de
leveduras do ambiente estuarino da bacia do rio subaé, BA contemplam o estudo

da diversidade e de impactos ambientais desta area que é utilizada para lazer,



obtencdo de agua e alimentos por moradores ribeirinhos e alguns crustaceos e
moluscos, particularmente ostras e sururus que sao consumidos in natura e

podem representar risco alimentar.



REVISAO DE LITERATURA

Rio Subaé

A bacia hidrogréfica do rio Subaé esta localizada no Recéncavo da Bahia e
apresenta 651 km?2 de extensdo. Tem sua ocupacdo datada da época do Brasil
Coldnia, intensificada nos dultimos 50 anos com as atividades humanas,
ocasionando problemas ambientais de modo pontual ou generalizado entre o alto
e 0 baixo curso da bacia (BORGES et al., 2014). O sistema estuarino deste rio
compreende os Ultimos 10 Km do seu baixo curso e é cercado por manguezais
(VEIGA, 2003).

Um mapeamento da bacia hidrografica do rio Subaé, identificou que a
maior transformacgdo da paisagem ocorreu devido a atividades artificializadas
destinadas a agricultura, pastagens e urbanizacdo que corresponde as cidades,
vilas, povoados e industrias (BORGES et al., 2014). Tal panorama corresponde
aos serios impactos ambientais nos seus principais cursos d’agua, decorrentes do
despejo de efluentes domésticos e industriais, atividades agropecuéria e
extrativista que ocorrem desde as suas nascentes em Feira de Santana a sua foz
na Baia de Todos os Santos (SANTOS; JESUS; NOLASCO, 2014). O que implica
uma grande pressao pela utilizacdo de suas aguas superficiais para uma
diversidade de usos e ocupacodes, justificando a necessidade do monitoramento
da qualidade das aguas (ADORNO; SANTOS; JESUS, 2013).

Estudos recentes demonstraram que as aguas do rio Subaé sofrem com
elevada contaminacao fecal, apresentando diversos micro-organismos do grupo
dos coliformes, bem como a presenca de bolores e leveduras, apresentando
elevada contagem desses micro-organismos (OLIVEIRA et al, 2011,
EVANGELISTA-BARRETO et al, 2013). Neste mesmo local, também foi
confirmada a presenca de Salmonella spp. servindo de alerta quanto a poluicdo
do ambiente principalmente no que diz respeito ao despejo de esgotos (SILVA et
al., 2011). Aléem da contaminag¢do microbiolégica, podemos destacar também a
presenca de metais pesados em concentracdo excessiva (SANTOS; JESUS;
NOLASCO, 2014), principalmente chumbo, sobre o qual diversos estudos ja
foram realizados (CARVALHO, 1992; ARAGAO e ALONZO, 2005; ANDRADE e



MORAES, 2013) e que foi encontrado acima do limite maximo indicado na
legislacéo para 4gua potavel (MACHADO et al., 2004).

Moluscos Bivalves

No Brasil, dados de 2011 indicaram que a pesca extrativa marinha € a
principal fonte de producdo do pescado nacional, sendo registrado a maior
produgcédo de pescado na regido Nordeste (BRASIL, 2011). Na Bahia, a pesca
extrativa é especificamente artesanal, sendo também responsavel pela maior
parte do quantitativo de producdo pesqueira do estado (RIOS e GERMANI, 2013).

A pesca artesanal (ou de pequena escala) contempla tanto as capturas
com o objetivo doméstico, associado a obtencédo de alimento para as familias de
pescadores, como a pesca com objetivo essencialmente comercial (GEOBRASIL,
2002). Estando tradicionalmente ligada a comunidades costeiras que, devido a
sua baixa especializacdo e elevados niveis de pobreza, fazem dela a principal
fonte de renda e, portanto, uma ocupacao importante no contexto socioeconémico
(RODRIGUES e GIUDICE, 2011).

Diversas espécies de moluscos séo capturadas durante a pesca e entre
elas podemos destacar duas: Mytella guyanensis (Figura 1), também conhecido
como sururu do mangue, sendo uma espécie que vive em aguas salobras,
ocorrendo em estuarios e mangues desde o Amapa até Santa Catarina
(MARQUES, 1998), vivendo enterrado no solo a profundidade méaxima de 1,0 cm
(NISHIDA e LEONEL, 1995) e Crassostrea rhizophorae (Figura 2), conhecido
popularmente como ostra, espécie tipica de zonas tropicais que ocorre
principalmente fixada as raizes aéreas de mangue vermelho, Rhizophora mangle
L. (Rhizophoraceae) ou sobre zonas entremarés e costdes rochosos
(NASCIMENTO, 1983), cujo habito alimentar € filtrador com capacidade de filtrar
até 10 litros de agua por hora e cerca de 200 litros por dia (WARD, 1996).



Figura 1. Mytella guyanenses (foto do autor)

Figura 2. Crassostrea rhizophorae (foto do autor)

Os moluscos bivalves alimentam-se de matéria organica e inorganica,
fitoplancton e particulas em suspensdo presentes na agua por meio de filtracdo
branquial (PEREIRA et al., 2006). Portanto, o local de producéo e/o extrativismo
de diferentes espécies de moluscos bivalves destinados ao consumo humano,
emerge como um fator fundamental para que estes possam ser comercializados
com total seguranca e isentos de quaisquer microrganismos patogénicos para o
consumidor (LEAL e FRANCO, 2008).

A ocorréncia de diferentes micro-organismos patogénicos ao homem,
presentes em moluscos bivalves, vem sendo relatado em estudos que visam
monitorar a qualidade da agua e de pescados (PEREIRA et al., 2006; MOREIRA



et al., 2011; DALTRO et al., 2012; MIGNANI et al., 2013). Dessa forma, torna-se
importante 0 monitoramento das aguas e do pescado capturado nos estudrios,
devido a niveis de poluicdo elevados, a fim de evitar recorrentes surtos
alimentares, principalmente porque alguns moluscos sdo consumidos in natura
sem nenhum tipo de coccéo prévia (DALTRO et al., 2012).

Por serem filtradores, os moluscos bivalves apresentam alto potencial de
bioacumulacao, refletindo diretamente nas condicbes do ambiente em que vivem
(EVANGELISTA-BARRETO; SOUSA; VIEIRA, 2008). Nestes organismos sao
reportados com maior frequéncia os coliformes totais e termotolerantes (DALTRO
et al., 2012; DOI; OLIVEIRA; BARBIERI, 2015), Salmonella sp. (NASCIMENTO et
al., 2011), Vibrio spp. (JAKSIC et al, 2002; PARVATHI; KUMAR;
KARUNASAGAR, 2004; CANIGRAL et al., 2010).

Quanto as leveduras existem relatos em invertebrados marinhos como o
camardo branco (Penaeus schmitt) (PAGNOCCA; MENDOCA-HAGLER;
HAGLER,1989), diferentes espécies de moluscos bivalves como ostras
(Crassostrea virginica), améijoa (Mercenaria mercenaria), mexilhndes (Mytilis
edulis) (BUCK et al., 1977) e chumbinho (Anomalocardia brasiliana) (ARAUJO et
al., 1995). Também foram relatadas em diferentes espécies de caranguejo como
Aratus pisonii, Goniopsis cruentata, Sesarma rectum e Uca sp. (ARAUJO et al.,
1995). O levantamento sobre leveduras nas espécies Mytella guyanensis e
Crassostrea rhizophorae séo excipiente, sendo que estes moluscos séo
abundantes na costa da Bahia e mais consumidos no nordeste brasileiro
(EVANGELISTA-BARRETO, SOUSA e VIEIRA, 2008).

Leveduras

Embora tradicionalmente estudada como grupo Unico, as leveduras séo
divididas entre os filos Ascomycota e Basidiomycota (ALMEIDA, 2005). Séo
filogeneticamente heterogéneas, caracterizadas pela reprodugéo por brotamento
e cissiparidade, producdo de formas isoladas, simples, raramente formando um
micélio rudimentar, nunca um micélio bem desenvolvido e, formacao de colonia
butirosa com certo brilho (PUTZKE e PUTZKE, 2004).



As leveduras podem ser encontradas em diferentes substratos e em
diferentes condi¢cbes, seja no ambiente terrestre ou aquatico, sendo
frequentemente isoladas de mares (GADANHO, SAMPAIO e SPENCER-
MARTINS, 2003), rios e lagos (BOGUSLAWSKA-WAS e DABROWSKI, 2001),
associadas a pele e intestino de animais, assim como em ambientes extremos,
como os hipersalinos (BUTINAR et al., 2005).

Um dos primeiros relatos de leveduras isoladas de ambientes aquaticos foi
realizado no mar da india (BHAT e KACHWALLA, 1955) e no mar da Florida
(FELL et al., 1960). Ja nos habitats estuarinos, os primeiros relatos ocorreram a
partir da década de 70 em todo o mundo. Para estes ambientes é recorrente a
associacdo entre a diversidade de leveduras encontradas com a disponibilidade
de matéria organica e a temperatura, sobretudo devido acdo antrépica (LAZARUS
e KOBURGER, 1974; ROSA et al., 1990; MORAIS et al., 1996; PECANHA et al.,
1996).

Em ambientes naturais, ocorre um aumento no numero de espécies de
leveduras como resposta ao aumento nos niveis de poluicdo (HAGLER e
MENDONCA-HAGLER, 1981). O género Candida sp. foi considerado
predominante em estuéarios poluidos, com sua ocorréncia relatada em sedimentos
de mangues no Rio de Janeiro (HAGLER e MENDONCA-HAGLER, 1981;
SOARES et al., 1997; ARAUJO e HAGLER, 2010), sedimentos de mangue na
China (CHI et al., 2012), assim como também foi o género predominante em
estudos com invertebrados como o sururu do mangue (M. guyanensis) (ARAUJO
et al., 2006). Nesses estudos Candida guilliermondii, C. parapsilosis, C. tropicalis
e C. Krusei foram as espécies mais encontradas e embora com menor frequéncia,
outros géneros também foram descritos como Rhodotorula spp., Debaryomyces
spp, Pichia spp. e Torulopsis spp (HAGLER e MENDONCA-HAGLER 1981;
SOARES et al., 1997; ARAUJO et al., 2006; ARAUJO e HAGLER 2010).

Estudos realizados com moluscos e agua sao considerados importantes,
pois a presenca de leveduras e bactérias nesses ambientes remete a presenca de
micro-organismos potencialmente patogénicos (BUCK, BUBUCIS e COMBS,
1977). Sobretudo quando séo encontradas diferentes espécies em ambientes que
recebem efluentes domésticos, indicando contaminacdo recente e, geralmente,
associadas com animais de sangue quente e o homem (WOOLLETT e
HENDRICK, 1970).



Embora muitas espécies de leveduras estejam associadas a poluigéo,
alguns autores correlacionam a presenca de determinadas espécies, como
Kluyveromyces aestuarii, sendo prevalentes em sedimento onde ha vegetacéo
tipica de manguezal e associada aos invertebrados detritivoros que possuem
estreita relagdo com esses sedimentos (ARAUJO et al., 1995; SOARES et al,
1997), indicando que estes ambientes encontram-se livres de contaminacdo. No
estudo realizado no Estado do Rio de Janeiro, a presenca desta espécie foi
relatada em locais preservados, sem impacto antropico visivel, com vegetacéo do
mangue preservada (ARAUJO e HAGLER 2010).

S&o varios os estudos realizados com leveduras, porém a grande maioria
se concentra no hemisfério Norte do planeta, com poucos relatos no Brasil, sendo
gue nenhum foi encontrado para a Bahia. Quando comparado com os estudos
sobre as bactérias, muito pouco tem sido publicado em revistas indexadas sobre
fungos presentes nos sedimentos de mangue globalmente, especialmente no
Brasil (GHIZELINI, MENDONCA-HAGLER e MACRAE, 2012).

Abordagem molecular na taxonomia de leveduras

Os estudos taxonbmicoas na identificacdo de leveduras tem sido
intensificado,e com o passar dos anos, sendo a taxonomia convencional baseada
principalmente na comparacéo de testes morfolégicos, bioquimicos e fisioldgicos
(KURTZMAN, FELL e BOEKHOUT, 2011). Contudo, os estudos moleculares
estdo agrupando muitas espécies e até géneros antes diferenciados por
caracteristicas bioquimicas (KURTZMAN, 2014). Isto porque cepas que possuem
caracteristicas morfolégicas e metabdlicas diferentes podem pertencer a uma
Gnica espécie. Estas duvidas levaram taxonomistas de leveduras a utilizarem
métodos baseados em biologia molecular para a delimitacdo das espécies (SUH
et al.,, 2006). Neste contexto, a caracterizacdo molecular tornou-se uma
ferramenta indispensavel na identificacdo taxondémica de leveduras, agrupando
organismos filogeneticamente relacionados dentro de um mesmo taxon, utilizando
caracteres informativos no nivel genético em conjunto com o0s testes
convencionais (KURTZMAN e ROBNETT, 1998).

As diferentes técnicas que fazem abordagem da biologia molecular

passaram a prevalecer na identificagdo de leveduras como a determinagéo da



porcentagem guanina + citosina (BOUNDY-MILLIS, 2006), aplicacdo de enzimas
de restricio ao DNA (RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism)
(GUILLAMON et al., 1998; GRANCHI et al., 1999), anélise de polimorfismos de
DNA arbitrariamente amplificado (RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA)
(CADEZ et al., 2003) e outros estudos que utilizam primers especificos ou regides
mini- e microssatélites — MSP-PCR, que é baseado na amplificagdo de regides
repetitivas em tandem para a identificacéo de leveduras (FELL, 1995; GADANHO
et al., 2001; SAMPAIO et al., 2001; ALMEIDA, 2005).

Dentre o0s métodos utilizados na identificacdo de leveduras, o
sequenciamento de regides do DNA ribossémico passou a ser amplamente
aplicado, por ser de facil reprodutibilidade e alta confianca. Em leveduras, assim
como em outros eucariontes, os genes do RNA ribossémico (rRNA) estdo
codificados numa unidade de rDNA que se repete sequencialmente e, sao
normalmente utilizados para determinar a relacdo filogenética entre eles
(TORTORA, 2005). Os genes ribossomais estdo organizados em clusters
possuindo os seguimentos 5,8S, 18S e 26S (Figura 3) que estdo presentes em
varias cépias no genoma. Os espacos internos transcritos (ITS) se intercalam
entre esses genes e sdo denominados ITS1 e ITS2 (BARNETT, PAYNE e
YARROW, 1990). Nesses genes existem regides altamente conservadas, como
os dominios 1 e 2 localizados na subunidade maior, que sofreram poucas

mudancas ao longo do tempo.
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Figura 3. Mapa mostrando em destaque a subnidade menor 18S (SSU) e a
subunidade maior 25-28S (LSU) do gene rRNA de fungos.



Os primeiros autores a realizar 0o sequenciamento e comparacao das
sequéncias do dominio D2 da subunidade maior do gene do rRNA para
identificacdo de leveduras foi Peterson e Kurtzman (1991), que compararam
espécies dos géneros Saccharomyces, Pichia, e Issatchenkia. A partir do trabalho
de Peterson e Kurtzman (1991), todas as leveduras ascomicéticas conhecidas
tiveram as sequéncias do dominio D1 e D2 determinadas por Kurtzman e Robnett
(1998). Ja a sequéncia dos basidiomicetos foram estudadas por Fell et al. (2000).

A partir de entdo o método molecular de uso mais generalizado em estudos
de taxonomia e para identificacdo de leveduras passou a se basear na
comparacao de sequéncias da regiao D1/D2 do gene do rRNA 26S e/ou do gene
do rRNA 18S (GARNER et al., 2010; GROENEWALD, ROBERT e SMITH, 2011;
HESHAM et al.,, 2014), mostrando-se eficiente para identificar leveduras de
origem ambiental, como leveduras de mangue, sendo o sequenciamento da
regido D1/ D2 utilizado por diversos autores para identificar os seus isolados
(ARAUJO e HAGLER 2010; CHI et al., 2012; MEDEIROS et al., 2012).

A investigacdo intensiva que foi desenvolvida nas Uultimas décadas
evidenciou que a regido D1/D2 exibe diferencas suficientes entre leveduras para
que se possa avaliar relacdes intra- e interespecificas (KURTZMAN e ROBNETT,
1998; FELL et al., 2000). A analise da sequéncia do dominio D1/D2 é um método
rapido e fidvel para identificacdo de espécies de leveduras e também foi
demonstrado ser uma ferramenta valiosa para a descoberta de novas espécies
(HERZBERG et al., 2002).

Segundo Kurtzman (2014), a aplicacao da analise de sequéncia de genes e
o desenvolvimento de um banco de dados Barcode de sequéncias facilmente
determinadas como os dominios D1 / D2 da subunidade maior do rRNA e do
espacador interno transcrito (ITS) permitram que muitos laboratérios
identificassem as espécies com precisdo e isso levou a uma duplicacdo do
namero de espécies conhecidas de leveduras ao longo da ultima década.

A maioria das espécies de leveduras podem ser diretamente identificadas
por analise da sequéncia de D1/D2, alinhamento de dados obtidos no GenBank e
colocacdo dentro de adequadas arvores filogenéticas. Alternativamente, as
espécies podem ser identificadas através da regido ITS, embora uma completa
base de dados para a regido ITS néo tenha sido desenvolvida e avaliada (FELL et

al., 2000). A importancia de um sistema de diagndéstico a partir de Unico gene &
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gue a medida que novas espécies sao descobertas, o banco de dados em
continua expansédo fornece a documentacdo das espécies descritas bem como,
evidéncias de espécies ndo descritas através auséncia das suas sequéncias
(KURTZMAN, 2014).

Entretanto, o estudo de apenas uma regido pode ndo se mostrar tao
eficiente para identificar espécies proximas, sobremaneira as que fazem parte de
complexos de espécies como aquelas do género Candida (PETERSON e
KURTZMAN 1991; DANIEL, SORRELL e MEYER, 2001; KURTZMAN, 2014).
Faz-se necessério o uso de outras regidées que também encontram-se igualmente
preservadas, como o0 gene que codifica a RNA polimerase II, subunidade 1
(RPB1) e 2 (RPB2), juntamente com a subunidade maior do rRNA principalmente
em estudos que envolvem o sequenciamento de mais de uma regido
(KURTZMAN e ROBNETT, 2013).

O uso dessa regido torna-se possivel, uma vez que a maioria dos genes
que codificam para subunidades de RNA polimerase Il sdo essenciais para
sobrevivéncia do micro-organismo (ARCHAMBAULT e FRIESEN, 1993), sendo
gue as RNA polimerase de levedura foram as mais amplamente investigadas e
pode-se observar que a transcricdo nuclear em Saccharomyces cerevisiae €
realizada por trés polimerases de RNA nucleares de multiplas subunidades
(RNAPs) que séo conservadas em todos os eucariotos (SENTENAC, 1985).
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Leveduras associadas aos moluscos bivalves Mytella guyanensis
e Crassostrea rhizophorae e adgua no estuario do Rio Subaé, Séo
Francisco do Conde, BA
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Leveduras associadas aos moluscos bivalves, Mytella guyanensi e
Crassostrea rhyzophorae e dgua no estuario do Rio Subaé, Baia de Todos 0s
Santos, BA

Resumo

O presente trabalho teve como objetivo identificar as leveduras isoladas da Bacia
do rio Subaé isoladas de agua, em 3 pontos do Rio Subaé, e de duas espécies de
moluscos bivalves: sururu (Mytella guyanensis) e ostra (Crassostrea rhizophorae)
que sdo os mais consumidos na costa do nordeste brasileiro. A identificacao
ocorreu a partir do sequenciamento dos dominios D1/D2 do DNA ribossomal e do
gene que codifica a RNA polimerase Il. No total foram obtidos 70 isolados de
leveduras, ocorrendo predominancia do Filo Ascomycota, com 48 representantes,
frente ao Basidiomycota, com 17 isolados. Os isolados encontram-se distribuidos
em dez géneros, sendo eles Candida, Rhodotorula, Pichia, Hanseniaspora,
Debaryomyces, Rhodosporidium, Saccharomyces, Cryptococcus e Torulasposra.
Dentre os géneros encontrados, Candida spp., Rhodotorula spp., Debaryomyces
spp. e Pichia spp. foram os mais abundamntes. Este € o primeiro relato
relacionando identificacdo por métodos moleculares da comunidade de leveduras
em moluscos bivalves na costa litordnea da Bahia. Além disso, o presente
trabalho amplia o conhecimento da diversidade de leveduras associada a bivalves
que sdo amplamente consumidos, podendo agir como mais um indicador da
qualidade desses pescados, indicando também, o nivel de poluicédo do rio Subaé.

Palavras-chave: leveduras aquéticas, diversidade de levedura, identificacao, 26S,
RPB2.

1. Introducéo

As é&reas estuarinas sdo importantes do ponto de vista ecologico pela alta
diversidade de espécies que habitam permanente ou provisoriamente este
habitat, caracterizando elevada produtividade bioldgica (Lapointe e Clark 1992).
Desse modo, desempenham funcdes biol6gicas que ressaltam a interesses
econdbmicos e sociais como moradia, turismo e extrativismo, as quais geram
impactos ambientais importantes. A maioria dos estuarios brasileiros recebem
diferentes tipos de efluentes como esgotos domésticos e industriais (Almeida
2001). Adicionalmente, ocorre o influxo de contaminantes fisicos, quimicos e
microbiolégicos, inclusive de patégenos oportunistas que, podem mudar a

dindmica populacional deste ambiente, sobretudo dos pescados que sao

23



consumidos e comercializados in natura (Barbieri e Doi 2011; Barros e Barbieri
2012; Doi et al. 2012).

O estuério da Bacia do rio Subaé apresenta-se como importante local de
pesca extrativista no Reconcavo da Bahia, compreendendo os ultimos 10 Km do
seu baixo curso, cercado por manguezais (Veiga 2003) e apresenta sérios sinais
de impactos ambientais nos seus principais cursos d’agua, decorrentes do
despejo de efluentes domésticos e industriais, atividades agropecuarias e
extrativistas que ocorrem desde as suas nascentes no municipio de Feira de
Santana até sua foz na Baia de Todos os Santos (Santos et al. 2014).

Estudos recentes demonstraram que as aguas do rio Subaé sofrem com
elevada contaminacdo fecal apresentando diversos micro-organismos do grupo
dos coliformes com elevada contagem desses micro-organismos (OLIVEIRA et al.
2011; EVANGELISTA-BARRETO et al. 2013), bem como de bolores e leveduras.
Neste mesmo local também foi confirmada a presenca de Salmonella spp.,
servindo de alerta quanto a poluicdo do ambiente principalmente no que diz
respeito ao despejo de esgotos (SILVA et al. 2011).

O sururu do mangue (Mytella guyanensis) (Lamarck 1819) (Mollusca,
Bivalvia) € uma espécie que vive em aguas salobras, enterrados no leito a cerca
de 1,0 cm de profundidade, ocorrendo em estuarios e mangues do Brasil desde o
Amapa até Santa Catarina (Nishida e Leonel 1995; Marques 1997). A ostra
Crassostrea rhizophorae (Guilding 1828) é uma espécie tipica de zonas tropicais
e ocorre principalmente fixada as raizes aéreas de mangue vermelho, Rhizophora
mangle L. (Rhizophoraceae) ou sobre zonas entremarés e costdes rochosos
(Nascimento 1983). Esta € uma das principais espécies de bivalves consumidas

no nordeste brasileiro (Evangelista-Barreto et al. 2008).
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A ocorréncia de leveduras em estuarios e seus sedimentos tem sido
relatados em estudos que visam monitorar a qualidade da agua, sendo utilizadas
como bioindicadores da condicdo ambiental (Hagler e Medonca-Hagler 1981;
Araujo et al. 1995; Araujo e Hagler 2010; Chi et al. 2012). Algumas espécies de
leveduras, como Candida tropicalis e C. krusei séo reportadas e utilizadas como
indicadores de poluicdo quando associadas a presenca de animais de sangue
quente. Ja as espécies de Kluyveromyces aestuarii sdo reportadas como
bioindicadoras de é&reas preservadas ou livres de impactos antropogénicos
(SOARES et al. 1997).

Estudos que visam a identificacdo de leveduras por meio do
sequenciamento de regides barcode do DNA ainda sdo incipientes no Brasil,
sobretudo na costa do Nordeste, principalmente quando envolvem leveduras
isoladas de moluscos bivalves, os quais sdo organismos filtradores e
bioacumuladores (Pereira et al. 2006; Zanette et al. 2006), que podem servir de
indicativo de controle ambiental. Outra preocupa¢do sdo os surtos alimentares
que sdo frequentes pelo consumo in natura de alguns moluscos bivalves
extraidos de ambientes estuarinos (Evangelista-Barreto et al. 2008).

Considerando a importancia, influéncia social e econémica do Rio Subaé
para o Nordeste brasileiro, principalmente para a Bahia, e ressaltando a regiao
estuarina, onde sdo coletados os pescados, foi realizado o presente estudo de
identificacdo de leveduras de agua, ostra e sururu. Os dados obtidos podem
contribuir com o0 monitoramento ambiental, evitar surtos alimentares e
disponibilizar informacbes sobre leveduras com aplicagcdo biotecnolodgica,
sobremaneira por ser o primeiro relato de leveduras de estuarios na costa do

litoral da Bahia.
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2. Material e Métodos
2.1 Amostragem

No periodo de novembro de 2010 a novembro de 2011 foram realizadas
coletas de agua, ostra (Crassostrea rhizophorae) e sururu do mangue (Mytella
guyanensis) da bacia do rio Subaé no municipio de Sao Francisco do Conde.

As coletas de &gua aconteceram em trés pontos amostrais que foram
designados de P1: 12° 33' 52.4" S 038° 41' 40.5"W; P2: 12° 35' 35.8" S038° 41’
47.7"W e P3: 12° 37' 52.9" S038° 40' 55.0"W (Figura 1). As amostras de agua
foram armazenadas em garrafas de vidro ambar esterilizadas com capacidade de
1000 mL e os moluscos foram colocados em sacos plasticos, acondicionados em
caixas isotérmicas contendo gelo e transportados para os Laboratérios de
Qualidade de Agua e Microbiologia no Nucleo de Estudos em Pesca e Aquicultura
e Laboratorio de Bioquimica na Universidade Federal do Recbéncavo da Bahia-
UFRB. As amostras de sururu e ostras foram obtidas do extrativismo local,
totalizando 60 unidades de ostras e 80 de sururu do mangue.

Em todas as coletas os parametros hidrol6gicos como pH, temperatura e

salinidade foram obtidos por sonda multiparametros (Hanna H1®).
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Figura 1: Area de coleta indicando os pontos amostrais. Os circulos no mapa
destacam os trés pontos de coleta para agua.

2.2 Isolamento de leveduras da agua, sururu do mangue e ostras

Para as analises, 25 g de cada molusco e 25 ml da amostra de agua dos
trés pontos coletados foram diluidas em 225 ml de solucdo salina 0,85% e, apdés
sucessivas diluicbes das amostras até 104, inéculos de 1 mL de todas as
diluicbes foram transferidos para em placas de Petri com o meio agar Sabouraud
Dextrose contendo cloranfenicol. As placas foram incubadas a 28+2°C durante
cinco dias quando entdo foi realizada a leitura dos resultados. Nas placas com
crescimento de colénias compativeis com leveduras, realizou-se a contagem do
namero de Unidades Formadoras de Colénias (UFC/mL). Ao observar o
crescimento de col6nias de leveduras, as mesmas foram purificadas através da
técnica de esgotamento e armazenadas em freezer -80 °C no Laboratorio de
Bioquimica e Microbiologia do CCAAB.
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2.3. Identificacdo molecular das leveduras

A extragdo de DNA dos isolados foi realizada com o Kit de extragdo Wizard®
Genomic DNA Purification, seguindo a recomendacdes do fabricante. As reagbes
de PCR foram feitas para amplificar a regido D1/D2 do gene codificador da
subunidade maior do ribossomo (LSU) do rDNA utilizando os primers NL1 (5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3)) e NL4 (5
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) (O'DONNELL, 1993). Para algumas amostras
foram feitas analises complementares utilizando os primers RPB2-5f e RPB2-7cr
que amplificam parte do gene da RNA polimerase Il (Liu et al. 1999; Reeb et al.
2004). Para ambas as amplificacdes foram utilizados os seguintes reagentes e
concentracdes: 30 ng DNA, 1x de tampé&o da enzima Tag DNA polimerase, 3,7
mM de MgClz, 0,6 pmol/uL de dNTPs, 0,4 pmol/uL de cada primer, 5 U de Taq
DNA polimerase, com volume final ajustado para 50 pL com agua ultra pura
estéril. Foram incluidos nos experimentos 30 ng de DNA de Saccharomyces
cerevisiae, como controle positivo. Os produtos amplificados foram visualizados
em gel de agarose a 0,8%, corados com brometo de etidio e visualizados sobre
luz ultravioleta. Os fragmentos obtidos foram purificados com o kit “GFX PCR
DNA and Gel Band Purification kit” (GE Healthcare Life Sciences). Em seguida os
amplicons foram sequenciados pelo sequenciador automatico ABI-Prism 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) da empresa ACTGene Analises
Moleculares LTDA (Porto Alegre-RS). A edicdo e montagem das sequéncias foi
realizada com o programa Sequencher 4.1.4 (Gene Code Corporation). A
identidade taxond6mica dos isolados foi estudada a partir do banco de dados
GenBank, utilizando o BLASTn “basic local alignment search tool” (BLAST) do

NCBI (http://www.ncbi.nIm.nih.gov).
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2.4 Analises dos dados

Para avaliar a influéncia da temperatura e salinidade no isolamento de
leveduras das amostras de agua, sururu e ostra foram utilizados os dados obtidos
através da sonda multiparametros (Hanna H1®). As médias de cada parametro
analisado foram submetidas a andlise de regressao linear, ndo-linear e mdultipla,
para selecionar os modelos com os melhores ajustes com base no coeficiente de
determinacdo (R?) e no quadrado médio do residuo (QMR), enguanto a
significancia das regressbes foi verificada pelo teste F ao nivel de 5% de
probabilidade. Todas as analises de regressao foram efetuadas com o programa

SigmaPlot® Versédo 11.0.

3. Resultados

Foram obtidos 70 isolados de leveduras, sendo sete das amostras de agua,
15 de ostras e 48 de sururu do mangue.

A maioria das espécies identificadas pertence ao filo Ascomycota,
distribuidas em sete géneros, e trés géneros do filo Basiodiomicota (Tabela 1). Os
géneros mais representativos foram Candida sp. (14 isolados), Rhodotorula sp.
(13 isolados), Debaryomyces sp. (12 isolados) e Pichia sp. (11 isolados). Para
isolados que apresentaram sequenciamento com amplicon menor que 450 pares
de base, assim como espécies que fazem parte de espécies, ou existem relatos
na literatura, que sdo patogénicas, foi realizado o sequenciamento da segunda

regido para maior confiabilidade na identificagéo realizada.
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Tabela 1. Identificacdo molecular das leveduras isoladas de agua,

mangue e ostra da Bacia do rio Subaé, Bahia, Brasil.

sururu do

Filo Amplllczc;n taxa Numero de acesso GenBank Amostra
(bp)*=
D1/D2* RBPII* A O S
616 Candida cylindracea  EU011644.1 - - P°
516 Candida KJ817161.1 XM 003868133.1 P -
orthopsilosis
Candida sp. P P
473 Candida stellata EF452199.1 - P
538 Candida tropicalis EU543686.1 JN993582.1 - -
Debaryomyces
(;; 650 hansenii KT304211.1 JQ 698984.1 - P P
% 486 Hanseniaspora sp. FM180537.1 - P
5 395 Kluyveromyces KJ491106.1  AY497623.1 - - P
o] marxianus
» 563 Pichia guilliermondii  JQ686899.1 - P P
594 Pichia kudriavzevii KC454395.1 AF 107788.1 P P P
572 Saccharomyces KP768108.1 - P P
cerevisae
571 Torulaspora KT933340.1  JO698956.1 - - P
delbrueckii
Torulaspora
350 pretoriensis KF300887.1 - - P
485 Cryptococcus AF189834.1 AB9197981 - - P
- curvatus
B 601 Cryptococcus AF459662.1 - -p
a laurentii
S L
5 577 Rhodosporidium £ 5515534 - -p
< diobovatum
% 530 Rhodotorula minuta  KF811422.1 P - -
541 Rhodotorula KJ004455.1 PP P

mucilaginosa

1Todos os fragmentos amplificados foram sequenciados em ambas as direcdes (F-Forward e R-
reverse), os amplicons correspondem aos contigs gerados no Sequencer 4.1.4; ?’e-values’ foram
iguais a zero para todos os isolados; Sldentidade (pb) e cobertura (%) foram =98 para todos os
isolados; “NUmeros de acesso correspondem as sequéncias descritivas dos taxa indicados. P-
presenca de levedura na amostra; A=4gua; O=0stra e S=sururu.

A maioria das espécies identificadas foi isolada apenas em amostras de
sururu, como Candida cylindracea, Candida tropicalis, Cryptococcus curvatus,
Cryptococcus laurentii, Kluyveromyces marxianus e Torulaspora delbrueckii. Por
outro lado, Rhodotorula minuta foi identificada apenas em amostras de agua e

Candida stelatta apenas em ostras (Tabela 1). As outras espécies identificadas
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ficaram distribuidas nos trés tipos de amostras. De acordo com o diagrama de
Venn (Figura 2) € possivel observar que o numero de espécies em comum para
os trés tipos de amostras € relativamente baixo frente ao numero total de

espécies descritas.

Figura 2- Diagrama de Venn mostrando o nimero de espécies comuns as trés
diferentes amostras analisadas.

No estuério do Rio Subaé séo coletados, por extrativismo, alguns dos
moluscos bivalves mais consumidos e comercializados do Nordeste do Brasil.
Portanto, a presenca de espécies patogénicas pode representar riscos a saude
nao somente de consumidores locais, mas para o contingente de turistas que

comumente visitam a regiao.

De acordo com as analises estatisticas, ndo houve interagdo significativa
entre os parametros de temperatura e salinidade para o isolamento de leveduras
em amostras de agua. Entretanto, para sururu do mangue e ostra foi possivel
encontrar uma relacao entre o numero de isolados encontrados e 0os parametros
hidrologicos. O modelo Gaussiano 3D proporcionou ajuste no nimero de isolados

de leveduras em funcdo da temperatura e salinidade com coeficientes de
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determinacdo (R?) variando entre 95% para o sururu (Figura 3) e 96,7% para a

ostra (Figura 4).

As curvas de contorno indicam que houve interacdo entre os parametros
temperatura e salinidade e a contagem de unidades formadoras de colénias de
leveduras em sururu (102 UFC/g) (Figura 3). Este modelo permitiu estimar
temperaturas Otimas na faixa de 27 °C a 28 °C para a maior contagem de
leveduras (1,0 x 102 — 1,4 x 10° UFC/g) e salinidade entre 18 %o € 23 %o, embora
também tenha sido observada a mesma contagem para temperatura e salinidade

bem inferiores a estas (>25 °C e >5%o).

Temperature (°C)

5 10 15 20 25

Salinity (%o)
Figura 3- Curva de contorno evidenciando o efeito da temperatura e salinidade no
isolamento de leveduras em amostras de sururu do mangue (Mytella guyanensis).
Resultados similares foram observados nas contagens obtidas de amostras
de ostra (Figura 4). Entretanto, em comparacdo com 0 sururu do mangue, O

nimero de isolados obtidos foi menor nas ostras (7 x 102 — 5 x 10%) para a mesma

média de temperatura entre 27 +1 °C e menor salinidade (15 € 17%o).
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Figura 4- Curva de contorno evidenciando o efeito da temperatura e salinidade na
contagem de unidades formadoras de colbnias de leveduras em ostra
(Crassostrea rhizophorae).

4. Discussao

O namero de leveduras isoladas neste estudo (n=70; 16 espécies), revela
gue o ambiente estuarino € propicio para o crescimento destes fungos e reflete a
importancia de isolar e identificar leveduras de ambientes marinhos,
especialmente de locais com impacto antropogénico utilizados para atividades de
extrativismo.

Héa predominéancia do filo Ascomycota (h=48) quando comparado com o filo
Basidiomycota (n=17), o que também ocorre em outros ambientes aquaticos do
Brasil (Araujo et al. 1995; Araujo e Hagler 2010; Medeiros et al. 2012). Foi
observado que a maioria das espécies identificadas pertence aos géneros
Candida, Rhodotorula, Debaryomyces e Pichia, os quais ja foram descritos em

estuéarios do Brasil (Soares et al. 1997; Coelho et al. 2010; Araujo e Hagler 2010),
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China (Chi et al. 2012) e Europa (Richard et al. 2015), incluindo Portugal
(Gadanho 2003).

As espécies Candida tropicalis, Debaryomyces hansenii, Cryptococcus
laurentii, Pichia guilliermondii, Pichia kudriavzevii, Rhodosporidium diobovatum,
Rhodotorula minuta, Rhodotorula mucilaginosa e Saccharomyces cerevisiae
apresentaram-se com frequéncia nos estudos em ambientes aquaticos e,
principalmente, estuarino (Combs et al. 1971; Hagler e Mendonca-Hagler 1981,
Roth et al. 2003; Soares et al. 1997; Butinar et al. 2005; Araujo e Hagler 2010;
Coelho et al. 2010; Loureiro et al. 2011; Chi et al. 2012; Medeiros et al. 2012;
Richard et al. 2015), podendo indicar que crescem e persistem dentro do habitat,
sendo consideradas autéctones de sistemas aquaticos (Botha 2011).
Adicionalmente, muitas espécies encontradas com grande frequéncia podem ser
consideradas também al6ctones, provavelmente oriundas de contaminacéo fecal,
demonstrando o comprometimento dos ecossistemas estuarinos devido a
poluicdo (Araujo e Hagler 2010) e, em funcédo disto, a microbiota dos moluscos
recém-capturados reflete a qualidade da dgua onde se encontram.

Ja para as espécies Candida cylindracea, C. orthopsilosis, C. stellata,
Cryptococcus curvatus, Kluyveromyces marxianus e Torulaspora delbrueckii
existem pouquissimos relatos na literatura de seu isolamento de ambientes
aquaticos (Buck et al. 1976; Araujo e Hagler 2010; Chi et al. 2012; Medeiros et al.
2012) podendo ser consideradas aléctones e, provavelmente, provenientes de
fora do sistema, carreadas pelo vento e chuva (Botha 2011).

Para a ostra (Crassostrea rhizophorae) e o sururu do mangue (Mytella
guyanensis) a influéncia da salinidade e temperatura no isolamento de leveduras

pode ser explicada pelo habito alimentar semelhante, por filtracdo branquial
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(Pereira et al. 2006; Galvao et al. 2009). J& o modo de vida diferente destes
moluscos pode ter influenciado no numero de isolados de leveduras obtidos, uma
vez que o sururu do mangue vive enterrado no sedimento (Nishida e Leonel 1995;
Pereira 2007) e as ostras fixas as raizes aéreas de mangue (Nascimento 1983;
Rios 1994; Lazoski 2011).

Espécies potencialmente patogénicas como Candida orthopsilosis, C.
tropicalis, Rhodotorula sp. e Cryptococcus sp. estdo associadas a fezes de
animais e poluicdo antropogénica, servindo como bioindicadoras de qualidade
ambiental (Hagler 2006), além de serem espécies capazes de colonizar pacientes
imunocomprometidos (Wirth e Goldani 2012). Portanto, como estas espécies
foram isoladas de &gua, sururu do mangue e ostra denotam uma preocupacao
ndo somente ambiental, mas de saude publica, devido a possibilidade de
ocorréncias de surtos alimentares, pois esses moluscos sdo, muitas vezes,

consumidos in natura.
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CAPITULO 2

Primeiro relato de cinco espécies de leveduras
iIsoladas em tecido intervalvar de moluscos
bivalves na cidade de Sao Francisco do Conde,
BA, Brasil

Short communication formatado de acordo com as normas da revista Anais da
Academia Brasileira de Ciéncias.
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Primeiro relato de cinco espécies de leveduras isoladas em tecido
intervalvar de moluscos bivalves da Bacia do Rio Subaé, BA, Brasil

Resumo

O objetivo desse trabalho foi identificar espécies de leveduras isoladas de
moluscos bivalves in natura, principalmente as que apresentam patogenicidade
ao homem. As leveduras foram isoladas de duas espécies de moluscos
bivalves: sururu (Mytella guyanensis) e ostra (Crassostrea rhizophorae). A
identificacdo ocorreu a partir do sequenciamento dos dominios D1/D2 e da
construcdo de arvores filogenéticas com as sequéncias obtidas. Foram obtidos
9 isolados, os quais foram identificados em cinco espécies de leveduras, sendo
que quatro pertencem ao género Candida e cinco pertencem ao género
Hanseniaspora, o qual foi o Unico a ser encontrado nos dois moluscos. Este é o
primeiro relato das espécies citadas nesse comunicado para isolamento em
moluscos bivalves. Duas das espécies encontradas foram consideradas
patogénicas ao homem em diferentes estudos, apresentando carater de
multirresisténcia a antifiingicos.

Palavras-chave: Candida haemulonis; Hanseniaspora opuntiae;
sequenciamento; primeiro relato.

Introducéao

As regides estuarinas constituem ambientes fundamentais para o
equilibrio ecoldgico, atuando como éarea de criacdo, abrigo constante ou
transitério de diferentes espécies da fauna marinha, incluindo crustaceos e
moluscos, que sdo considerados recursos valiosos na pesca artesanal (Alves
2001). Estas regides apresentam meio de subsisténcia fundamental para as
populacdes ribeirinhas, que comercializam pescados retirados dos estuarios

(Santos et al. 2009).

Os moluscos bivalves que vivem nesses locais alimentam-se de matéria
organica e inorganica, fitoplancton e particulas em suspensao presentes na
agua por meio de filtracdo branquial (Pereira et al. 2006). Portanto, o local de
producdo e/ou extrativismo de diferentes espécies de moluscos bivalves

destinados ao consumo humano, emerge como um fator fundamental para que
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estes possam ser comercializados com total seguranca e isentos de quaisquer
microrganismos patogénicos para o consumidor (Leal e Franco 2008). A
ocorréncia de diferentes micro-organismos patogénicos ao homem, presentes
em moluscos bivalves, vem sendo relatado em estudos que visam monitorar a
qualidade da agua e de pescados (Pereira et al. 2006; Moreira et al. 2011;

Mignani et al. 2013).

Com isso o objetivo desse trabalho foi identificar espécies de leveduras
isoladas de moluscos bivalves in natura que néo foram relatadas anteriormente
na literatura, principalmente as que apresentam relatos na literatura de

patogenicidade ao homem.

2. Material e Métodos

2.1 Area de coleta

O estuario do Rio Subaé esta localizado no municipio de Sao Francisco do
Conde-BA, Brasil, compreendendo os 10 km finais da Bacia do rio Subaé, cuja
foz encontra-se na Baia de Todos os Santos. As coletas foram realizadas no
periodo de outubro de 2010 a novembro de 2011. As leveduras foram isoladas
a partir de duas espécies de moluscos: Mytella guyanensis e Crassostrea
rhizophorae obtidas por extrativismo do estuario. As linhagens estéo
depositadas no acervo de leveduras do laboratério de Bioquimica da

Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB).

2.2 Manutencéao das linhagens
As leveduras consideradas puras foram mantidas a -80 °C em tubos
criogénicos de 1,5 mL contendo meio GYMP (2 g de glicose; 0,5 g de extrato
de levedura, 1 g de extrato de malte; 0,2 g de fosfato de sodio em 100 mL de

agua destilada) adicionado de 10% de glicerol.
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2.3 Reativacao

Setenta isolados de levedura foram inoculados separadamente em
placas contendo agar Sabouraud (20 g/L de glicose, 5 g/L extrato de levedura,
10 g/L de peptona e 20 g/L de agar) para obtencédo de colbnias isoladas. As

placas foram incubadas a 28° C (2 °C) por 48 h.

2.4 ldentificacdo molecular das leveduras

A extracdo de DNA dos isolados foi realizada com o Kit de extracdo
Wizard® Genomic DNA Purification, seguindo a recomendac¢ées do fabricante.
As reacOes de PCR foram feitas para amplificar a regido D1/D2 do gene
codificador da subunidade maior do ribossomo (LSU) do rDNA utilizando os
primers NL1 (5- GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG - 3') e NL4 (5-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3') (O’'donnell 1993).

Os fragmentos obtidos foram purificados com o kit “GFX PCR DNA and
Gel Band Purification kit” (GE Healthcare Life Sciences). Em seguida os
amplicons foram sequenciados pelo sequenciador automatico ABI-Prism 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) da empresa ACTGene Analises
Moleculares LTDA.
2.5 Andlises Filogenéticas

A edicdo e montagem das sequéncias foram realizadas com o programa
Sequencher 4.1.4 (Gene Code Corporation). O software BLASTn “basic local
alignment search tool” (BLAST) do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (verséo
2.215 do BLAST 2.0) (ALTSCHUL et al., 1997), foi utilizado para comparar as
sequéncias obtidas de cada isolado com aquelas encontradas nos bancos de
dados publicos. Para a criacdo das arvores, foram incluidas as sequéncias de
todas as espécies que apresentaram acima de 95% de identidade com as
sequéncias que estavam sendo analisadas. O alinhamento das sequéncias e

44



as analises filogenéticas foram realizadas com o programa Mega 6.0 (TAMURA
et al., 2013). Inicialmente foi feita uma analise para encontrar o melhor modelo
evolutivo. Em seguida, foi utilizado o método estatistico de Maxima
Verossimilhanga para fazer as analises evolutivas utilizando o modelo indicado
pela andlise de modelos do programa para cada grupo de sequéncias e

bootstrap de 1000 repeticdes.

3. Resultados e Discussao

Cinco espécies de leveduras foram identificadas em um total de 9
isolados, dos quais 5 foram obtidos a partir de amostras de ostras e 4 isolados
do sururu. O género Hanseniaspora sp. foi 0 mais comumente isolado na area

de estudo, seguido por Candida sp (Tabela 1).
TABELA |

Isolados obtidos a partir de amostras de ostra e sururu e suas respectivas
espécies.

NUumero
Taxon Identificado Cdédigo do isolado de
isolados
Ostra Sururu
Candida haemulonii OJL5 1
Candida maris OD2 1
Candida infanticola SF4 1
Candida natalensis OM1 1
Hanseniaspora opuntiae OoD3 SJ5 2
Hanseniaspora sp. OJu3 SJ3/SJ6 3
Total 9
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As sequéncias do dominio D1/D2 do gene de rRNA LSU do isolado OD2
apresentaram acima de 95% de identidade com 9 espécies de leveduras. As
espécies mais proximas foram Ogataea trehaloabstinens e Candida maris,
apresentando entre 98% e 99% de identidade, respectivamente. Com a
construcdo da arvore filogenética (Figura 1) ficou evidenciado que o isolado
OD2 pertence a espécie Candida maris. Os relatos para essa espécie
mostram-se incipientes na literatura, existindo apenas o estudo realizado
Hagler e Mendonca-Hagler (1981), que isolaram C. maris de estuario poluido,
bem como em amostras de praias de recreio no Estado do Rio de Janeiro,

Brasil.

OoD2

gb|U70181.1|Candida maris

gb|EU011613.1| Candida maris strain NRRL Y-6696
gb|EU011614.1| Ogataea trehaloabstinens strain NRRL Y-27595
93 | gb|AF403145.1| Pichia trehaloabstinens

gb|EU011612.1| Ogataea wickerhamii strain NRRL YB-4943

100 1 gb|U75517.1| Pichia finlandica

gb|EU011628.1| Ogataea zsoltii strain NRRL Y-27601

— gb|EU011629.1| Candida nemodendra strain NRRL Y-7779

77

34

25

I__ gb|KJ507279.1| Ogataea polymorpha strain HB48-1
95 L gb|FJ914940.1| Candida parapolymorpha strain ATCC 58401

JQ768884.1|Cryptoccocus \ictoriae

Figura 1. Analise filogenética molecular pelo método de maxima
verossimilhangca das sequéncias da regido D1/D2 da subunidade maior do
rDNA construida no programa MEGA 6. O melhor modelo selecionado pelo
programa foi o modelo Kimura 2-parametros (Kimura 1980) com delecdo
parcial de dados ausentes e nivel de confianca de 1000 repeticbes de
bootstrap. A arvore com a maior probabilidade estd sendo mostrada. A espécie
Cryptoccocus victoriae foi utilizada como grupamento externo.

As sequéncias do dominio D1/D2 do gene de rRNA LSU do isolado
OJL5 apresentaram acima de 97% de identidade com 3 espécies de leveduras.
As espécies mais proximas, em termos de semelhanca de sequéncia, foram
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Candida haemulonii e C. pseudohaemulonii.
O isolado OJL5 ficou agrupado com C. haemulonii, apresentando maior
similaridade genética com essa espécie (Figura 2). Esse isolado foi obtido a
partir de amostras de ostras e a espécie identificada traz preocupacao, pois
existem relatos na literatura fazendo alusdo quanto a sua patogenicidade,
apresentando perfil multirresistente a antifingicos (Rodero et al. 2002;
Cendejas-Bueno et al. 2012). C. haemulonii foi isolada pela primeira vez em
1962, ocorrendo posterior reclassificacdo em 2012 (Cendejas-Bueno et al.
2012). No Brasil, foi encontrada em fermentagdo alcodlica no estado de Séo
Paulo (Cabrini e Gallo 1999). Também existem relatos que esta espécie foi

isolada em 2010, sendo responsavel por causar candidemia em pacientes do
Instituto de Céncer de Sdo Paulo (Almeida et al. 2012). Essa espécie ainda

ndo havia sido relatada em ambientes aquaticos e nem isolada em moluscos

bivalves.

g5 | gb JX459767.1 Candida duobushaemulonii
72| 1gb EF613358.1 Noctiluca scintillans

99 gb JX515965.1 Metschnikowia sp.

gb EU881953.1 Candida pseudohaemulonii
a5 gb JX459771.1 Candida pseudohaemulonii
OJL5
gb JX459784.1 Candida haemulonis
93 | gb EU881946.1Candida haemulonii

gb U44812.1 Candida haemulonii
gb KJ126765.1 Candida auris

JQ768884.1|Cryptoccocus victoriae
0.05

Figura 2. Anadlise filogenética molecular pelo método de maxima
verossimilhanca das sequéncias da regido D1/D2 da subunidade maior do
rDNA construida no programa MEGA 6. O melhor modelo selecionado pelo
programa foi o modelo Kimura 2-parameter (Kimura 1980), com delecao parcial
de dados ausentes e nivel de confianca de 1000 repeticdes de bootstrap. A
arvore com a maior probabilidade esta sendo mostrada. A espécie
Cryptoccocus victoriae foi utilizada como grupamento externo.
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Apesar da sequéncia do isolado OM1 apresentar similaridade de 97% e
98% com diferentes espécies de Candida spp., com a analise filogenética foi
possivel inferir que ele pertence a espécie Candida natalensis (Figura 3).
Foram realizados estudos com essa espécie demonstrando que ela pode ser
utilizada na producéo de acidos graxos de cadeia longa (Viljoen et al. 1989),
assim como na producdo de enzimas, sendo isolada a partir de um sistema de
maltagem industrial (Laitila et al. 2006). Contudo, essa é uma espécie que nao
€ muito frequente em estudos com leveduras.

gb DQ377636.1 Candida natalensis

gb AB436393.1 Candida natalensis

55
om1

5 gb KF582609.1 Kurtzmaniella sp. UFMG-CM-Y272

|_ gb KT225563.1 Candida quercitrusa
gi 384080150 Candida zeylanoides
gb JQ768884.1|Cryptoccocus \ictoriae

0.1

Figura 3. Analise filogenética molecular pelo método de maxima
verossimilhangca das sequéncias da regido D1/D2 da subunidade maior do
rDNA construida no programa MEGA 6. O melhor modelo selecionado pelo
programa foi o modelo Kimura 2-parametros (Kimura 1980) com delecdo
parcial de dados ausentes e nivel de confianca de 1000 repeticbes de
bootstrap. A arvore com a maior probabilidade esta sendo mostrada. A espécie
Cryptoccocus victoriae foi utilizada como grupamento externo.

O isolado SF4 apresentou alta similaridade com cinco espécies
diferentes, porém, na construcdo da arvore filogenética, o mesmo ficou
agrupado com a espécie Candida infanticola (Figura 4). Essa espécie foi
descrita em 2007 (Kurtzman 2007) e recentemente foi isolada de efluente téxtil,
sendo utilizada na descoloracdo de corantes (Matias et al. 2013) e na producéo

de biossurfactantes. Além do potencial biotecnoldgico, essa espécie também
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apresenta patogenicidade ao homem, sedo responsavel por causar candidemia

em pacientes com cancer (Shokohi et al. 2011).

451 0i 836345309 Candida polysorbophila
82 |- gb JQ714009.1 Sugiyamaella paludigena
34 gb KJ507279.1 Ogataea polymorpha

gb DQ404498.1 Candida hasegawae

gb HQ695009.1 Candida infanticola
85 L SF4

gb JQ768884.1 Cryptoccocus victoriae

o —
1

Figura 4. Analise filogenética molecular pelo método de maxima
verossimilhanca das sequéncias da regido D1/D2 da subunidade maior do
rDNA construida no programa MEGA 6. O melhor modelo selecionado pelo
programa foi o modelo Tamura 3-parameter (Tamura 1992) com delecdo
parcial de dados ausentes e nivel de confianca de 1000 repeticbes de
bootstrap. A arvore com a maior probabilidade esta sendo mostrada. A espécie
Cryptoccocus victoriae foi utilizada como grupamento externo.

Os isolados SJ3, SJ5, SJ6, OD3 e OJU3 foram obtidos de amostras de
ostras e sururu e, ao analisar as suas sequéncias, foi possivel verificar que eles
ndo exibem diferencas significativas no dominio D1/D2 do gene de rRNA LSU
permitindo identificar apenas que os isolados SJ5 e OD3 sdo da espécie
Hanseniaspora opuntiae e que os demais pertencem ao género Hanseniaspora
(Figura 5). A espécie Hanseniaspora opuntiae foi descrita pela primeira vez em
2003, tendo sido isolada de diversas fontes na Africa, América do Norte e no
Havai (Cadez et al. 2013). Com diferentes aplicacbes biotecnoldgicas, essa
espécie foi considerada como predominante em fermentacbes do cacau para
producdo de chocolate (Papalexandratou et al. 2013). Responsavel por
estimular o sistema imunoldgico do pepino do mar (Apostichopus japonicus)
aumentando assim a sua resisténcia contra Vibrio splendidus, sendo

considerada uma levedura probiotica (Ma et al. 2013), e também demonstrando
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sucesso ao colonizar o intestino de juvenis da mesma espécie de pepino do

mar, melhorando seu crescimento e atividade das enzimas digestivas (Ma et al.

2014).

0i|342675153| Hanseniaspora uvarum

0i|384872535|Hanseniaspora guilliermondii
SJ3
OD3

23

KF263957.1|Hanseniaspora opuntiae
0i|822598525| Hanseniaspora opuntiae

4L S35

—— gi|469666465 Hanseniaspora opuntiae

S e}

i | 0i[822598524| Zygosaccharomyces bailii

+ 0i|822598524| Zygosaccharomyces bailii(2)
0i|672442994| Hanseniaspora guilliermondii

TL 0i|672442971| Hanseniaspora opuntiae

SJ6

0i|822599039|Hanseniaspora guilliermondii

N 0i|822599039| Hanseniaspora guilliermondii

0i|251815129| Hanseniaspora opuntiae
‘lj 0i|514829554| Hanseniaspora meyeri
59 0i|822598529| Hanseniaspora uvarum

- JQ672594.1| Hanseniaspora thailandica

0OJus

aa
0i|33591242|gb]AY305681.1| Hanseniaspora uvarum

—
0.05

Figura 5. Analise

JQ768884.1|Cryptoccocus \ictoriae

filogenética molecular pelo método de maxima

verossimilhangca das sequéncias da regido D1/D2 da subunidade maior do
rDNA construida no programa MEGA 6. O melhor modelo selecionado pelo
programa foi o modelo Jukes-Cantor (Jukes e Cantor 1969) com delecdo
parcial de dados ausentes e nivel de confianca de 1000 repeticbes de
bootstrap. A arvore com a maior probabilidade estd sendo mostrada. A espécie
Cryptoccocus victoriae foi utilizada como grupamento externo.

Os isolados obtidos pertencentes ao género Hanseniaspora exibem

diferenca em poucos nucleotideos com as sequencias que estdo depositadas

nos bancos de dados, o que permite uma identidade de 99% com diferentes

espécies do género Hanseniaspora. Este género é um grupo monofilético e
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pode ser dividido em dois subgrupos de acordo com o0 numero de
cromossomos (Esteve-Zarzoso et al. 2001), podendo ser dividido em duas
linhagens estreitamente relacionadas (Kurtzman e Robnett 2003). Estudos com
andlises filogenéticas indicaram que substituicbes nucleotidicas com taxa
acima de 1% (6 nucleotideos) sdo indicativos de limite de separacdo das
espécies de leveduras, enquanto diferencas de 0-3 nucleotideos parece ser um
indicativo da mesma espécie (Kurtzman e Robnett 1998). Foi demonstrado,
também, que as substituices de nucleotideos no dominio D2 geralmente nao
excedem 1% entre cepas irmas e presume-se que uma divergéncia maior
poderia ser um indicativo de membros de espécies diferentes (Peterson e
Kurtzman 1991; Daniel et al., 2001; Kurtzman, 2014). Uma limitacdo de dados
de sequéncias de rDNA é que estes genes sdo altamente conservados, com
variagdo entre os nucleotideos muito limitada, podendo ocorrer varias
substituicdes, entdo a dependéncia de um Unico gene ou dois podem produzir

resultados imprecisos (Diezmann et al 2004).

4. Consideracdes Finais

Este é o primeiro relato das espécies citadas em moluscos bivalves de
agua doce. Duas das espécies encontradas sdo citadas como patogénicas ao
homem, apresentando carater de multirresisténcia a antifungicos. Assim, €&
importante o constante monitoramento desses moluscos a fim de evitar surtos
de doencas que possam ser veiculadas por alimentos pois 0s mesmos, muitas
vezes, sao consumidos na forma in natura, o que pode configurar surtos de
candidemia em adultos, principalmente idosos, que podem apresentar sistema

imunologico comprometido. Além da patogenicidade, existem relatos na
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literatura de que as espécies encontradas apresentam bom potencial
biotecnolégico que pode ser explorado para desenvolvimento de varias

substancias de interesse industrial e ambiental.

Os dominios D1/D2 né&o apresentaram eficiéncia para identificar
leveduras do género Hanseniaspora, fazendo-se necessario o sequenciamento
de uma nova regido para identificar as diferentes espécies dentro desse
género. Este género foi o uUnico encontrado nos dois tipos de moluscos

estudados.
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Consideracbes Gerais

Muitas espécies encontradas no estudrio do rio Subaé apresentam-se na
literatura de forma patogénica ao homem, algumas estando relacionadas a
contaminacéo fecal recente, sendo um indicio de que este estuario encontra-se
poluido e necessita de atencdo dos gestores publicos afim de se evitar que

doencas sejam veiculadas através do alimento.

Podemos destacar, também, espécies de leveduras que ainda nao
tinham sido descritas em moluscos bivalves e agua, algumas também
apresentando relatos na literatura de patogenicidade e resisténcia a
antifangicos. Isso pode indicar que leveduras derivadas de ambientes que ndo

0 aquatico estdo migrando para o estuario e mostrando-se bem adaptadas.

Um fato relevante a ser levado em consideracdo € o nimero de espécies
encontradas que apresentam aplicacao biotecnoldgica na literaturs, indicando
gue o estuario do rio Subaé pode ser uma fonte para futuras prospeccées de

espécies com alta aplicabilidade em diferentes setores.
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