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RESUMO

As Lagoas sdo um ecossistema fragil, utilizado por varias espécies como refugio e
zona de reproducédo, sendo também local de desenvolvimento da pesca em certas
comunidades. Com a crescente urbanizacdo em torno desse ecossistema, os
pesticidas usados na agricultura e as aguas residuais urbanas nao tratadas sao
drenados para a bacia do rio, dispersando a matéria organica e os antifungicos
usados pela populagéo e pelos agricultores. Esse fato pode favorecer a selecdo de
patogenos diretamente no meio ambiente e fazendo com que diversos fungos
resistentes tenham surgido nas ultimas décadas. Para investigar a presenca de
leveduras potencialmente patogénicas e entender a sua presenga no ambiente,
amostras de agua de 4 pontos em 4 coletas sazonais, nas estacdes seca e chuvosa,
foram analisadas para a presenca de pesticidas através do sistema SPE-LC-ESI-MS
/' MS, e as leveduras ambientais foram isoladas da lagoa. Um meio seletivo contendo
antifungicos foi utilizado para isolar leveduras com possivel resisténcia aos
antifungicos. Isolados com concentracgao inibitéria minima elevada e perfil enzimatico
de viruléncia foram recuperados, além da identificagcdo de agentes antifungicos como
triciclazol, carbendazim, azoxistrobina, tiabendazol e tebuconazol na lagoa em
amostras de agua. Caracterizando o ambiente como reservatério de possiveis genes
de resisténcia e fonte de infecgao fungica. Amostras de duas coletas foram utilizadas
para a analise de metataxonémica utilizando o gene ITS como marcador. A primeira
analise foi realizada com fon Torrent em amostras compostas de cada um dos quatro
pontos analisados. A segunda analise foi realizada através da plataforma Illumina
em triplicata para cada uma das amostras. Através de analises das sequéncias
obtidas, em ambas as abordagens podemos perceber a grande diversidade de
fungos ainda n&o descritos em ambientes aquaticos e a sua variagao sazonal.
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ABSTRACT

Lagoons are a fragile ecosystem, used by several species as a refuge and breeding
area, and are also a place for fishing development in certain communities. With
increasing urbanization around this ecosystem, pesticides used in agriculture and
untreated urban wastewater are drained into the river basin, dispersing organic
matter and antifungals used by the population and farmers. This fact may favor the
selection of pathogens directly in the environment and cause several resistant fungi
to have emerged in recent decades. Water samples from 4 points in 4 seasonal
collections in the dry and rainy seasons were analyzed for the existence of pesticides
in the environment using the SPE-LC-ESI-MS system. / MS and environmental
yeasts were isolated from the pond. A selective medium containing antifungals was
used to isolate yeasts with possible antifungal resistance. Isolates with high minimum
inhibitory concentration and enzymatic virulence profile were recovered. Also,
antifungal agents such as tricyclazole, carbendazim, azoxystrobin, thiabendazole,
and tebuconazole were identified in the lagoon in water samples. These findings
characterize the environment as a reservoir of possible resistance genes and a
source of fungal infection. Samples from two field sampling were used for
metataxonomic analysis using the ITS gene as a marker. The first analysis was
performed with lon Torrent in composed samples of each of the four analyzed points.
The second analysis was performed using the lllumina platform in triplicate for each
sample. Through analysis of the sequences obtained, we can perceive the great
diversity of fungi not yet described in aquatic environments and their seasonal
variation.
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1. INTRODUGCAO

As atividades humanas e a crescente urbanizacdo nas zonas costeiras
exercem pressao sobre corpos d'agua como estuarios e lagoas. Esses ecossistemas
desempenham um papel ecologico fundamental por apresentarem alta produtividade
primaria e funcionar como bercario para muitas espécies, apoiando a pesca e
proporcionando areas de lazer. Essas pressdes antropicas podem causar efeitos
cumulativos no meio ambiente, afetando negativamente o ecossistema e suas
espécies em diferentes graus.

Grandes esfor¢cos vém sendo dedicados para compreender a resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos, e a resisténcia dos fungos surgiu como uma
preocupacao mais recente, uma vez que se reconhece que mais de 2 milhdes de
pessoas foram afetadas por doengas flngicas invasivas e morte anualmente. O
numero ja superou o cancer de mama e a malaria como causas de morte, e as taxas
de mortalidade podem ser comparadas As taxas de HIV e da tuberculose. Esse fato
causa preocupacao ambiental, principalmente porque ha cerca de nove vezes mais
compostos antifungicos usados na agricultura do que para tratar infecgcbes médicas.
Portanto, os ecossistemas fortemente impactados pela agricultura podem apresentar
o maior potencial para abrigar fungos resistentes a antifingicos.

Localizada na planicie costeira do sul do Brasil, a bacia do rio Tramandai
€ composta por 41 lagos, muitos deles interligados por rios e canais, que drenam
para uma unica desembocadura no Oceano Atlantico através da lagoa de
Tramandai. Essa bacia € amplamente impactada pelo escoamento da agricultura,
principalmente do cultivo de arroz, cultura que emprega fungicidas relacionados a
medicamentos antifungicos, o que pode resultar em pressao seletiva por alguns
patdbgenos resistentes a medicamentos (SNELDERS et al, 2012). A lagoa
Tramandai, localizada no estado do Rio Grande do Sul, Brasil, tem sofrido impactos
humanos, como lavoura (pastagem e agricultura), urbanizagédo, mineracao e também

descarte de esgoto urbano nao tratado e agrotdxicos de toda a bacia hidrografica
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(LOITZENBAUER e MENDES, 2012), sendo um ambiente adequado para investigar
a presenca de resisténcia entre espécies de fungos.

A resisténcia a antifungicos tem sido considerada um hot topic na
micologia médica devido a patégenos emergentes (MORIO, 2017). Considerando
que o conhecimento da ecologia das leveduras de agua doce ainda é incipiente e
apresenta lacunas (MEDEIROS et al., 2012), neste estudo, nos concentramos na
resisténcia a antifungicos por leveduras.

E importante ressaltar que os neotropicos sdo uma das regides de
espécies mais ricas do globo (ANTONELLI et al., 2018). No entanto, ainda
permanece a regido menos explorada quando o assunto é microbiologia (NOUHRA
et al., 2018). Com o uso de novas abordagens moleculares, estima-se que existam
0,6 a 5,1 milhdes de espécies de fungos em todo o mundo (BLACKWELL, 2011,
KHOMICH et al., 2018). Mas mesmo com o avango das ferramentas moleculares, a
regiao Neotropical permanece menos explorada do que outras areas ao redor do
globo. O sequenciamento de alto rendimento demonstrou uma grande diversidade
de fungos nao cultivados e nao descritos, que foram chamados de dark matter
fungica (GROSSART et al., 2016). Essa diversidade de fungos pode ser extinta
antes mesmo de ser descrita, uma vez que as ameacas atuais a biodiversidade,
causadas por mudancas climaticas e perda de habitat, ttm ocorrido rapidamente
(TRUONG et al., 2017).

O conceito One Health refere-se a indissociabilidade da saude humana,
animal e ambiental. Onde a qualidade de vida das populacbes e a sua saude
dependem de um meio ambiente ecologicamente equilibrado (COUTO e
BRANDESPIM, 2020). Uma das consequéncias da mudanca desse equilibrio é o
surgimento da resisténcia antimicrobiana, sua disseminagdo na cadeia alimentar e
no meio ambiente. Compreender o papel que os setores de alimentos, da agricultura
e do meio ambiente desempenham na resisténcia antimicrobiana € crucial na
prevencao de infecgcdes e no futuro desenvolvimento e disseminacao da resisténcia
antimicrobiana (WALSH, 2018). Os custos dessa vigilancia integrada séao
compensados pelos custos da resisténcia descontrolada e os beneficios decorrentes

de intervencdes e resultados (QUEENAN et al., 2016). Este estudo investigou a
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resisténcia a antifungicos de leveduras ambientais e seu perfil de viruléncia,
relacionando com a presenca de antifungicos nas aguas naturais. Por fim, avaliamos
a diversidade de leveduras por metagenémica, com a finalidade de obter um retrato

mais abrangente sobre a comunidade fungica local.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a resisténcia a antifungicos de leveduras ambientais e seu perfil de
viruléncia, relacionando com a presenca de antifuUngicos pesticidas nas aguas
naturais. E avaliar a diversidade de fungos por metagenémica, com a finalidade de

obter um retrato mais abrangente sobre a comunidade fungica local.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Caracterizar a diversidade de leveduras através de cultivo e técnica de

metagendémica durante inverno e verao.

2.2.2 Caracterizar os pontos amostrados quanto aos parametros

fisico-quimicos.

2.2.3 Caracterizar a laguna quanto a presenca de pesticidas agricolas.

2.2.4 Caracterizar enzimaticamente o perfil de viruléncia das leveduras

isoladas.

2.2.5 Caracterizar as leveduras presentes na laguna quanto a resisténcia a

antifangicos durante duas estagdes: inverno e verao.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. AMBIENTES LAGUNARES

As lagoas séo onipresentes e representam cerca de 13% dos litorais no
mundo todo (BARNES, 1980). A produtividade dos ecossistemas lagunares, dada as
suas fungdes biogeoquimicas insubstituiveis (CHEN et al. 2021), é historicamente
reconhecida mundialmente. Seus recursos naturais tém sido explorados ha muitos
séculos, sustentando a vida humana a partir da pesca, da coleta de plantas e algas,
da extracdo de sal e da aquicultura. A zona costeira possui alta densidade
populacional, consequentemente bastante vulneravel a pressdo humana (SOUZA e
VAL, 2016). Aproximadamente 17% da populacao global vive na zona costeira de
baixa elevacdo (<10 m de elevagcdo e em um raio de 100 km da costa) e,
aproximadamente, 50% da populagéo global vive a menos de 200 km da costa
(UNITED NATIONS, 2017). Portanto, € inquestionavel a relevancia do ambiente
aquatico e seu papel de suporte do processo socio-econémico (CHEN et al. 2021).

No Sul do Brasil, o conjunto de lagoas da Planicie Costeira faz parte de
um ecossistema com grande diversidade, que integra areas terrestres em sintonia
com uma riqueza de corpos de agua doce préximos ou que nelas desaguam. Como
espaco de transicao entre a terra e o mar, as lagoas costeiras sdo consideradas
alguns dos ecossistemas mais frageis, particularmente expostas aos efeitos das
mudancas climaticas (LLORET et al., 2008; DE WIT et al.,, 2011). No Oceano
Atlantico, juntos formam uma paisagem bastante distinta (SCHAFER et al., 2009).

Localizada na planicie costeira do sul do Brasil, a bacia do rio Tramandai
€ composta por 41 lagos, muitos deles interligados por rios e canais, que drenam
para uma unica desembocadura no Oceano Atlantico através da lagoa de
Tramandai, que se originou durante transgressdes marinhas no Holoceno
(SCHWARZBOLD e SCHAFER, 1984; HOLZ, 1999). Essa bacia &€ amplamente
impactada pelo escoamento superficial da agricultura, principalmente do cultivo de
arroz, cultura que emprega fungicidas quimicamente relacionados a medicamentos

antifungicos, o que pode resultar em pressao seletiva cruzada por alguns patégenos
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resistentes a medicamentos (SNELDERS et al., 2012). As bacias hidrograficas em
areas costeiras podem ter sua populacdo humana duplicada durante o verao. A
lagoa de Tramandai tem sofrido impactos humanos, como lavoura (pastagem e
agricultura), urbanizacado, mineragao, também recebe aguas residuais urbanas nao
tratadas e agrotoxicos de toda a bacia hidrografica (LOITZENBAUER e MENDES,
2012).

3.2 LEVEDURAS EM AMBIENTE AQUATICO

Os fungos aquaticos sao cosmopolitas e podem ser encontrados nas mais
variadas condigbes ambientais de temperatura, pressao, pH e disponibilidade de
nutrientes. Sabe-se que as populacbes de leveduras podem ser diretamente
afetadas pela disponibilidade de matéria organica e a distribuicdo das espécies é
afetada também pela temperatura e a salinidade (FELL e VAN UDEN, 1963; PETER
e ROSA et al., 2006). Assim como no ambiente marinho, leveduras presentes em
corpos de agua doce pertencentes ao filo Ascomycota predominam sobre leveduras
do filo Basidiomycota. Mas o conhecimento da ecologia de leveduras de agua doce
ainda é incipiente e apresenta lacunas quanto a diversidade e padrdes de
distribuicdo (MEDEIROS et al., 2011). As leveduras em ambiente aquatico ocorrem
de forma plancténica na coluna de agua, ou aderidas a substratos como animais e
plantas. Sao um grupo pouco estudado quanto a sua riqueza e padrbes de
distribuicdo. Fazer a distingdo entre leveduras verdadeiramente aquaticas e aquelas
ocasionais ainda é um desafio, principalmente pela falta de estudos nos fatores
limitantes de distribuicdo dos taxons (LIBKIND et al., 2017). Embora muitas das
espécies de levedura coletadas dos corpos d'agua possam ser verdadeiramente
espécies aquaticas, também €& concebivel que algumas espécies tenham atingido o
ambiente aquatico através do escoamento da bacia hidrografica circundante. Essa
distincdo para leveduras recuperadas de ambientes aquaticos € sempre dificil,
devido a falta de entendimento dos fatores limitantes da distribuicdo dos taxons

(BUZZINI et al.,, 2017). A presenca de leveduras foi reconhecida em todos os
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oceanos do mundo, de regides costeiras a ambientes offshore (incluindo superficie
oceénica, aguas profundas e sedimentos) (MOUTON et al.,, 2012). A primeira
observacao de leveduras na agua do mar foi relatada por Fischer e Brebeck (1894).

A diversidade e a densidade populacional das leveduras estao
intimamente relacionadas a condi¢des fisico-quimicas da agua (DEAK, 2009). A
riqueza em ambiente tropical € normalmente maior do que em zonas temperadas e
frias, o que esta relacionado diretamente com a riqueza de animais e plantas desse
ambiente. Poucos estudos foram feitos em estuarios preservados. Os principais
representantes de leveduras marinhas e costeiras pertencem ao filo Ascomycota e
Candida é um dos géneros mais comuns em zonas costeiras. Além dele, géneros
pertencentes ao filo Basidiomycota também podem ser encontrados, como
Rhodotorula e Cryptococcus (KACHALKIN, 2014; HAGLER et al., 2017).

Embora membros do Basidiomycota também ocorram em agua doce,
apenas cerca de 40 espécies exclusivas desse ambiente foram descritas até o
momento (EI-ELIMAT et al., 2021).As espécies frequentemente isoladas de
Basidiomycota sao Aureobasidium pullulans, Rhodotorula mucilaginosa e
Vishniacozyma victoriae (antigo Cryptococcus victoriae). Em ambiente de transigao,
como os estuarios, as espécies comumente isoladas sdo Debaryomyces hansenii,
Pichia membranifaciens, Candida spp., Papiliotrema laurentii, Naganishia albida e
Rhodotorula mucilaginosa (BUZZINI et al., 2017).

3.2.1 Diversidade

Atualmente, sado reconhecidos 19 filos dentro do reino Fungi:
Aphelidiomycota, Ascomycota, Basidiobolomycota, Basidiomycota,
Blastocladiomycota, Calcarisporiellomycota, Caulochytriomycota, Chytridiomycota,
Entomophthoromycota,  Entorrhizomycota, = Glomeromycota, Kickxellomycota,
Monoblepharomycota, Mortierellomycota, Mucoromycota, Neocallimastigomycota,
Olpidiomycota, Rozellomycota e Zoopagomycota (TEDERSO et al.,, 2018;
WIJAYAWARDENE et al., 2020).
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As leveduras pertencem ao subreino Dikarya, sao microrganismos
eucariontes e unicelulares. Sao classificadas em dois filos: Ascomycota e
Basidiomycota (HITTINGER et al.,, 2015). A principal caracteristica distinguivel
morfologicamente entre Ascomycota e Basidiomycota é o tipo de corpo de
frutificacao das formas sexuais (WYJAYAWARDENE et al., 2020).

Existem os fungos leveduriformes ou yeast-like, que sao fungos
filamentosos que se comportam morfologicamente como leveduras em temperaturas
elevadas ou meios de cultivo abundantes em acgucares. A reproducao assexuada
das leveduras da-se por brotamento ou fissdo binaria. No grupo das leveduras
marinhas, sado conhecidos cerca de 35 géneros e 138 espécies pertencentes ao filo
Ascomycota, ja o filo Basidiomycota contém 26 géneros e 75 espécies (JONES et
al., 2015). A diversidade de fungos varia conforme o ambiente, como podemos
observar na figura 1 (JAMES et al., 2020).

A identificacdo de leveduras tem sido realizada através do
sequenciamento da regido D1/D2 do rDNA (LSU) e/ou regido ITS. A regido D1/D2 do
genoma das leveduras €& altamente conservada, mas apresenta diferencas

suficientes para diferenciar individuos ao nivel de espécie (FELL et al., 2000).
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Figura 1. Diversidade em nivel de filo estimado de acordo com o ambiente. Retirada

e traduzida do artigo de James et al. (2020).

3.2.1.1 Filo Ascomycota

Os ascomicetos compdem um grupo monofilético, incluindo os fungos
dimérficos conhecidos como yeast-like pertencentes ao filo Ascomycota. E
considerado o maior filo do reino Fungi e o mais diverso e cosmopolita filo de
eucariotos, podendo ser encontrado em ambientes extremos. Atualmente, é
composto por 9.000 géneros e 83.837 espécies descritas (WIJAYAWARDENE et al.,
2020; JAMES et al., 2020).

Atuam na decomposicao de diversos substratos e podem ser encontrados
em mutualismo e parasitismo, podendo agir como patégenos em outros organismos.
A sinapomorfia que diferencia os ascomicetos dos demais filos baseia-se na

formacado de ascosporo, onde esporos sdo produzidos através de meiose e
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normalmente estdo presentes oito esporos dentro das ascas. O filo Ascomycota é
composto pelos subfilos Taphrinomycotina, Saccharomycotina e Pezizomycotina
(SCHOCH et al., 2009). As leveduras marinhas dentro desse filo correspondem a
138 espécies e 35 géneros. E o filo mais abundante em ambientes marinhos e
costeiros (JONES et al., 2015).

3.2.1.1.1 Subfilo Saccharomycotina

O subfilo Saccharomycotina € uma linhagem que contém mais de 1000
espécies conhecidas. O subfilo Saccharomycotina € composto por uma unica ordem
(Saccharomycetales), representa os micro-organismos utilizados em atividades
humanas, como fermentacido de bebidas. Possui géneros como Kluyveromyces,
Kodamea, Pichia, Meyerozyma, Yarrowia, Candida e Cyberlindnera. Possuem
crescimento unicelular e podem apresentar pseudo hifa ou hifa verdadeira,
reproducao assexuada por fissdo binaria, brotamento ou por conidia. Nesse subfilo
sao classificadas as chamadas leveduras verdadeiras (JAMES et al.,, 2006;
HIBBETT et al.,, 2007) e varios patégenos, como Candida albicans e o patégeno
emergente multirresistente Candida auris (SHEN et al., 2020). Membros desse
subfilo ocupam ambientes que possuem alta concentragcdo de matéria orgénica
(BLACKWELL et al., 2010).

3.2.1.1.2 Subfilo Pezizomycotina

Pezizomycotina € o maior subfilo dentro de Ascomycota e inclui a maioria
dos fungos filamentosos. Contém 82.000 espécies descritas e 16 classes (SHEN et
al., 2020). Apresenta elevada diversidade ecoldgica, tendo espécies que exibem
funcdo em diversos processos ecologicos e relagdes de simbiose (SPATAFORA et
al., 2006). Contém a maioria dos patégenos de animais e plantas, como Fusarium e
Aspergillus (SHEN et al., 2020). Também inclui as chamadas black yeasts, como

Hortaea werneckii e espécies do género Aureobasidium (JAMES et al., 2006).
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3.2.1.1.3 Subfilo Taphrinomycotina

Taphrinomycotina € considerado o mais antigo clado a divergir
evolutivamente dentro do filo Ascomycota. Possui aproximadamente 140 espécies
descritas em cinco classes (SHEIN et al., 2020). Inclui grupos diversificados de
espécies de leveduras, yeast-like e fungos filamentosos. O grupo inclui taxons que
tém sido centrais para as teorias evolutivas da origem de Ascomycota e
Basidiomycota (JAMES et al., 2006; SUGIYAMA et al., 2006).

3.2.1.2 Filo Basidiomycota

O filo Basidiomycota contém uma grande diversidade de fungos e
leveduras, estando dividido em trés subfilos: Ustilaginomycotina, Pucciniomycotina e
Agaricomycotina. A relacao entre os trés subfilos ainda pode ser considerada incerta
e até o momento ja foram descritas 48.405 espécies (JAMES et al., 2020).

A caracteristica individualizante do filo baseia-se na formacao de esporos
sexuais, o0s Dbasidiésporos e cada Dbasidio possui dois esporos
(ORTIZ-CASTELLANOS e RUIZ-HERRERA, 2015; BRONDZ, 2014). Basidiomycota
€ o filo menos representativo no ambiente marinho, mas é capaz de colonizar uma
ampla gama de substratos (JONES e CHOEYKLIN, 2008). Existem 75 espécies e 26
géneros de leveduras marinhas conhecidas pertencentes a esse filo (JONES et al.,
2015)

3.2.1.2.1 Subfilo Pucciniomycotina

O subfilo Pucciniomycotina engloba principalmente leveduras produtoras
de compostos carotendides, como por exemplo espécies do género Rhodotorula. Ja
foram descritas mais de 8.400 espécies (AIME et al., 2014). Foi considerado o
subfilo ancestral de Agaricomycotina e Ustilaginomycotina. Possui 0 menor nimero
de leveduras verdadeiras. Ja foram recuperadas de solos, habitats de agua doce e

marinhos e dos ambientes artico e tropical. A maioria das espécies sao
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caracterizadas como parasitas, tanto de plantas e insetos, como micoparasitas.
Estao associados ao filoplano e a associagdes micorrizicas com orquideas (AIME et
al., 2014). Entretanto, a forma de vida saprébia também é encontrada em linhagens
como Microbotryomycetes. Como exemplo, existem as espécies Rhodosporidium

sp., Rhodotorula mucilaginosa e Sterigmatomyces halophilus (AIME et al., 2006).

3.2.1.2.2 Subfilo Agaricomycotina

O subfilo Agaricomycotina € composto por espécies nutricionalmente
distintas como: saproéfitas, parasitas e espécies fungicas. A classe Agaricomycetes
abriga a maioria das espécies do filo Basidiomycota, com aproximadamente 30.143
espécies, distribuidas em 22 ordens, 128 familias e 1434 géneros (CAO et al., 2021).
A maioria das espécies sdo dimoérficas, mas existem algumas exceg¢des, como
Cryptococcus, Bullera, Trichosporon e Fellomyces. O subfilo Agaricomycotina possui
um grande numero de decompositores de madeira, lixo e fungos ectomicorrizicos, e
algumas leveduras patogénicas a animais e humanos (HIBBET, 2006; MILLANES et
al., 2011).

3.2.1.2.3 Subfilo Ustilaginomycotina

O subfilo Ustilaginomycotina apresenta-se composto principalmente por
patdbgenos de plantas. Ainda existem espécies saprébias dentro do subfilo
(BOEKHOUT et al., 2011). Sao agrupadas em aproximadamente 115 géneros e mais
de 1700 espécies e estdo restritas a distribuicdo de seu hospedeiro em regides
tropicais, temperadas e articas (BEGEROW et al., 2014). Espécies de leveduras com
potencial patogénico, como Malassezia spp., também sao encontradas nesse subfilo
(SILVA et al., 2018).
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3.3 FUNGOS EMERGENTES

Uma caracteristica comum entre os fungos é a capacidade de alterar sua
morfologia em resposta a estimulos ambientais. Alguns exemplos bem conhecidos
sdo os fungos termicamente dimoérficos. Algumas espécies podem ainda produzir
uma variedade de formas no hospedeiro que parecem ter fungdes no processo de
infeccao. Contudo, esse fendbmeno nao foi tdo estudado como o dimorfismo térmico,
mas pode ser importante para a compreensao da progressdo e do desfecho da
doenga. Alguns fungos podem também alterar tamanho e forma das células,
podendo variar entre as cepas e até mesmo entre as células individuais em
populagcdées geneticamente uniformes, fornecendo muitos niveis de variagdo dentro
das espécies (FERNANDEZ e CARTER, 2020). As multiplas estratégias evolutivas,
para citar apenas estas ligadas a reproducao, como a moldabilidade genémica, a
capacidade de transferéncia horizontal de genes e de recombinagdes dos mesmos,
bem como a possibilidade de hibridizagao, indices reprodutivos acelerados e ciclos
de dispersao resilientes, aceleram as habilidades adaptativas dos microrganismos
(BALL et al, 2020). Essas caracteristicas aumentam a sobrevivéncia dos fungos em
diferentes nichos ambientais, aumentando a capacidade desses patégenos
sobreviverem e causarem doencas em seu hospedeiro (FERNANDEZ e CARTER,
2020).

As influéncias das atividades humanas criam fatores subjacentes e
moldam as adaptacdes dos fungos. Interferéncias potencialmente relacionadas as
mudancas na temperatura global e a mobilidade humana na terra induzem
fenbmenos como o ocorrido com a espécie Cryptococcus gatti, comumente
localizada em regibes tropicais e subtropicais, mas que causou um surto no
Noroeste do Pacifico com viruléncia agressiva contra hospedeiros saudaveis e se
espalhou continuamente pelo Norte Ocidental (MAZIARZ e PERFECT, 2018). Ao
mesmo tempo ndo param de surgir desafios relativos ao controle de surtos de
fungos perigosos, seja na area agricola ou na area clinica. Supbe-se que as

doencas fungicas invasivas causem mais de 1,6 milhdo de mortes anualmente e
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infeccbes fungicas superficiais epidérmicas acometem mais de 1 bilhdo de pessoas
globalmente. A frequéncia de cepas resistentes aos antifungicos é inquietante e pde
em evidéncia a necessidade de pesquisas eficazes, por vezes relacionada a falta de
verba, o repertério terapéutico limitado e a auséncia de vacinas disponiveis
(ALMEIDA et al., 2019).

Houve um aumento preocupante no numero de doencas fungicas que
afetam as populacbes de animais selvagens nas Uultimas décadas. Embora
associadas principalmente a infec¢des oportunistas e autolimitadas em humanos, as
doencas fungicas da vida selvagem causaram algumas das crises de conservacao
mais importantes dos tempos modernos (FISCHER et al., 2012). Como exemplos,
tivemos a perda global da diversidade de anfibios devido a quitridiomicose, o
declinio maci¢o da populagcdo de algumas espécies de morcegos devido a sindrome
do nariz branco e uma severa infecgdo cuténea fatal em cobras Crotallus horridus
causadas pelo fungo Ophidiomyces ophiodiicola nos Estados Unidos (LORCH et al.,
2016).

3.4 RESISTENCIA A DROGAS ANTIFUNGICAS

Em algumas condi¢gbes, as leveduras ambientais e comensais podem
causar infec¢des superficiais, invasivas e até letais ao ser humano e animais. Apesar
de sua importancia para a saude humana, pouco se sabe sobre a ecologia desses
patdgenos oportunistas (OPULENTE et al.,, 2019). Polienos (Figura 2), azois e
equinocandinas representam as trés classes mais comuns de antifungicos usados
na clinica, cada um com suas proéprias vantagens e limitagdes. As alilaminas, como a
terbinafina, normalmente sao utilizadas para o tratamento de micoses superficiais.
No geral, a toxicidade do hospedeiro, a reatividade cruzada com outros
medicamentos e o desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos representam
grandes desafios para os antifungicos atuais (POLVI et al., 2015).

Existem poucas classes de antifungicos e os mecanismos de resisténcia

dos fungos sdo complexos: bombas de efluxo, mutagdes pontuais (SNPs),
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aneuploidia, rearranjos génicos, entre outros. A ploidia e ciclo de vida dos fungos
aumentam a complexidade dos estudos de mecanismos genéticos de resisténcia,
com a existéncia de espécies com diferentes graus de ploidia, com alternancia de
estagios haploide e diploide, aneuploides naturais, hibridos naturais, etc. A
aneuploidia e a perda de heterozigosidade sdo mudancas de genoma em grande
escala envolvendo cromossomos inteiros ou o0s bragcos do cromossomos,
normalmente ocorrem com maior frequéncia do que as mutagées pontuais e tém o
potencial de mediar a sobrevivéncia ao estresse. A exposicdo dos fungos a
antifungicos pode induzir niveis elevados de aneuploidia e alterar o niumero de
copias de genes que melhoram a sobrevida a um determinado estresse ou
medicamento. A selegcdo atua para aumentar a proporgcdo de aneuploides
adaptativos na populagdo (WERTHEIMER et al., 2016). Atualmente, foram
realizados alguns avancos na compreensdo da relevancia natural da reproducéo
assexuada e sexual, que podem levar ao alongamento repetido em tandem no gene
alvo dos azois: o gene cyp51A (ZHANG et al., 2021).

A recombinacao parassexual em fungos, ou seja, a recombinacgao fora do
ciclo sexual, foi sugerida como uma alternativa ao sexo na natureza para gerar
diversidade em Aspergillus fumigatus, por exemplo (ZHANG et al., 2021). A
aneuploidia em isolados clinicos de C. albicans, por exemplo, pode resultar em
resisténcia aos azois devido a superexpressao de erg11 e das bombas de efluxo
cdr1 e cdr2, causadas pelo aumento no nimero de cépias do cromossoma 5, que
conttm o gene ERG11 e o gene do fator de transcricao TAC1, regulador da
expressado de CDR1 e CDR2 (SELMECKI et al., 2006).

O numero de alvos exclusivos a serem explorados em fungos para
desenvolvimento de drogas antifungicas € limitado e isso se explica devido a relagéao
evolutiva estreita entre fungos e humanos. Devido aos fatos relatados, mesmo as
novas drogas antifUngicas de terceira geragcdo como posaconazol e voriconazol
tiveram sucesso modesto na reducado das altas taxas de mortalidade associadas a
doencas invasivas. Além disso, essas drogas também sofrem de restricbes na via de
administracado, espectro de atividade e biodisponibilidade em tecidos-alvo (BROWN

et al., 2012). Além dos problemas biolégicos que se enfrenta ao tratar infecgoes
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fungicas, que limita o niumero de drogas antifungicas, existe também a problematica
do baixo retorno financeiro as empresas farmacéuticas (POLVI et al., 2015). As
estimativas mostram que a infecgéo fungica afeta cerca de 300 milhdes de pessoas
anualmente, seguida por 1,6 milhdo de mortes (BEARDSLEY et al., 2018).
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Figura 2. Estruturas dos agentes antifungicos. Fonte: Ghannoum et al. (1999).

3.4.1. Azois

Azois sao compostos sintéticos fungistaticos que foram introduzidos pela
primeira vez como antifingicos no final da década de 1980 e inicio da década de
1990 (GHANNOUM et al.,, 1999). A atividade antifungica dos azois inibe dois
citocromos P450 envolvidos na biossintese de ergosterol, homeadamente o P450,
que catalisa a etapa de 14a-desmetilacdo e lanosterol 14a-desmetilase, codificado

por ERG11 (CYP51) em fungos por atividade de uma monooxigenase (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de 14a-desmetilacdo do lanosterol pela 14a-desmetilase
dependente de CYP51. Fonte: Emami et al. 2017.

O cofator heme desta proteina contém uma porcao de protoporfirina de
ferro localizada no sitio ativo. O nitrogénio desimpedido do anel de imidazol ou
triazol dos antifungicos azois se liga ao ferro de ERG11p como um sexto ligante,
inibindo assim a reagcédo enzimatica. A afinidade dos derivados de imidazol e triazol
para ERG11p ndo €& apenas dependente desta interacdo, mas também é
determinada pelo substituinte N-1, que & realmente responsavel pela alta afinidade
dos agentes antifungicos azois para seu alvo. A natureza precisa da interacao entre
cada antifungico azol e cada tipo de P450 lanosterol 14a—-desmetilase determina a
extensado do efeito inibitério do azol em diferentes espécies de fungos. A acao do
azol no gene ERG11 leva a um bloqueio na producao de ergosterol e a ao aumento
da produgdo de um esterol intermediario toxico pela enzima biossintética de

ergosterol A-5,6-dessaturase, codificada pelo gene ERG3. Os azois também inibem
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o P450, que catalisa a D22-dessaturase, codificada por ERG5 (CYP61) (MOUNT et
al., 2018).

O tratamento com azol resulta na inibicdo da enzima
esterol-14-a-desmetilase e na inibicao das reagbdes subsequentes. Com o ergosterol
esgotado e substituido por esterois incomuns, a permeabilidade e fluidez normais da
membrana sao alteradas. A eficacia antifungica dos azois € atribuida a sua maior
afinidade pela enzima fungica do que para a enzima de mamiferos (FRANCOIS et
al., 2006)

Os azois possuem baixa toxicidade quando comparados a outros
antifungicos, o que acabou levando ao seu uso excessivo na clinica. Os antifungicos
azolicos podem entrar no meio ambiente através da descarga de aguas residuais
urbanas, industriais e hospitalares, também através de escoamentos agricolas e
como lixiviados em locais de descarte de residuos. A presenca de antifungicos azois
apresenta riscos potenciais de toxicidade para organismos n&o-alvo e desempenha
um papel critico na selecao de cepas de fungos resistentes a azois no ambiente.
Importante chamar a atencao que os efeitos dos azois no ambiente vao além da
selecao de fungos resistentes, a sua toxicidade pode causar desregulagao enddcrina
em animais aquaticos, afetando a modulacado da diferenciacao sexual, afetar taxas
de crescimento e inibir o crescimento algal (ASSRESS et al., 2021).

Os azois continuam sendo a droga de escolha como terapia inicial para a
maioria das infecgdes fungicas e sao frequentemente recomendados como profilaxia
para pacientes de alto risco. O uso generalizado tem levado a um aumento de casos
de resisténcia aos azois na clinica e, consequentemente, a maiores dificuldades de

tratamento e mortalidade dos pacientes (POLVI et al., 2015).

3.4.2 Alilaminas

A classe alilaminas foi descoberta ao acaso durante uma pesquisa para
novos farmacos do sistema nervoso central. O nome desta nova classe quimica
de agentes antifungicos € baseado na presenca em sua estrutura molecular de

uma funcdo da amina terciaria, isto €, um atomo de nitrogénio com uma ligacao
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dupla vizinha (BIRNBAUM, 1990).

A classe inclui a terbinafina e a naftifina. Esses agentes fungicidas
sintéticos bloqueiam a biossintese do ergosterol, ja que sao inibidores reversiveis
e nao competitivos da esqualeno epoxidase (ERG1). Essa enzima catalisa a
conversao do esqualeno em epoxido de 2,3-esqualeno e a sua inibicdo leva ao
acumulo de esqualeno, que pode aumentar a permeabilidade da membrana,
levando a perturbacdo da organizagao celular (CAMPQOY e ADRIO, 2017). Pode
ser usada topicamente ou por via oral e é considerada droga de primeira linha na
terapia de infec¢des por dermatofitos.

A resisténcia a terbinafina foi atribuida predominantemente a mutacdes
pontuais no gene alvo da esqualeno epoxidase (ERG1p), uma enzima chave na via
biossintética do ergosterol, levando a substituicbes de aminoacidos individuais
(SINGH et al., 2018). No entanto, pode ocorrer resisténcia cruzada por azois, como
ja relatado em espécies de Candida apés o tratamento com fluconazol (NIGAM,
2015). Isso se deve a regulacao positiva das enzimas-alvo. Genes transportadores
envolvidos na resisténcia a azois em Candida albicans, como CDR1, CDR2 e BENT,
ja foram identificados, os quais conferem resisténcia a azol e a terbinafina,
configurando assim um mecanismo potencial para resisténcia cruzada parcial de
azol-alilamina (SANGLARD et al., 1996).

3.4.3 Polienos

Polienos sao antifingicos de amplo espectro, descobertos no inicio dos
anos 1950 a partir do género bacteriano Streptomyces. Polienos ligam-se ao
ergosterol na membrana fangica, gerando poros na membrana que resultam em
vazamento de conteudo de células fungicas e, eventualmente, morte celular. Existem
mais de 200 antifungicos pertencentes a essa classe ja descobertos e os que se
destacam sao anfotericina B, nistatina e natamicina. Anfotericina B & considerada
como padrao-ouro no tratamento de infecgbes fungicas graves (CAROLUS et al,,

2020). Contudo, os polienos também se ligam ao colesterol, mas em um grau muito
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menor do que ao ergosterol. A ligacao aos esterois em humanos € a base de sua
toxicidade (BARDAL et al., 2011).

Embora os polienos tenham sido usados por muitas décadas, a
resisténcia ao polieno ainda é rara em comparagdo com a resisténcia a outros
antifungicos (VINCENT et al., 2013). O mecanismo mais comum de resisténcia
adquirida a anfotericina B é atribuido a alteracdes na composicao de esterois da
membrana celular do fungo. As mutagdes da via de biossintese (genes ERG), tém
sido associadas a este mecanismo. Em C. albicans, a perda de fun¢do dos genes
ERG11 e ERG3 (lanosterol 14a-desmetilase e C-5 esterol desnaturase,
respectivamente) leva a troca de ergosterol por esterois alternativos, como
lanosterol, eburicol e 4,14-dimetil-zimosterol na membrana (VINCENT et al., 2013,
CAROLUS et al., 2020).

Ja foi visto que mecanismos de resisténcia independentes de ergosterol
existem. Algumas espécies de Candida demonstraram possuir uma membrana
celular com um perfil de esterol alterado, semelhante a espécies resistentes a
anfotericina B, com mutagcdes ERG11, ERG3, ERG2 e ERG6. Mas a resisténcia a
esse antifungico raramente & encontrada em combinagdo com a resisténcia a outras
drogas antifungicas, embora certas mutagées de ERG que induzem resisténcia ao
polieno possam resultar em resisténcia cruzada aos compostos azoélicos. Um
exemplo disso € o que ocorre apds a inativacao do alvo dos azois (ERG11 e ERG3),
resultando na inibicdo da biossintese de ergosterol e inibicdo da sintese do esterol
téxico 14-metil-3,6-diol, respectivamente (Dalhoff, 2018). Além disso, bombas de
efluxo até o momento nao foram relatadas como sendo importantes na resisténcia a
polienos (O’'SHAUGHNESSY et al., 2009; CAROLUS, 2020).

3.4.4 Equinocandinas

Echinocandinas entraram pela primeira vez no mercado em 2001,
representando a mais nova classe de antifungicos a chegar a clinica. As
equinocandinas sao grandes lipopeptideos semissintéticos que foram originalmente

derivados de caldos fermentados de diversos fungos (FERA, 2009). Inibem o
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complexo enzimatico da parede celular -1,3-D-glicano sintase, diminuindo assim a
concentracdo de (-(1,3)-glicano na parede celular do fungo e causando a perda
subsequente da integridade da parede celular (MUNRO, 2010). As equinocandinas
sdo geralmente bem toleradas, com poucos ou nenhum efeito colateral, e isso,
associado ao fato de serem de amplo espectro, as torna os compostos mais
importantes (MOURAD e PERFECT, 2018; MROCZYNSKAE e
BRILLOWSKA-DABROWSKA, 2020). As equinocandinas atualmente disponiveis
incluem caspofungina, anidulafungina e micafungina. Todas as trés nao séo
biodisponiveis por via oral e precisam ser administradas por via intravenosa
(MOURAD e PERFECT, 2018). A caspofungina (figura 6) €& derivada da
pneumocandina B, produzida pelo fungo Glarea lozoyensis. Foi o primeiro agente da
classe a ser sintetizado e foi aprovado pelo United States Food and Drug
Administration (FDA) em 2001. A micafungina foi aprovada em 2005 e
anidulafungina em 2006 (FERA, 2009). Sao indicados no tratamento de candidemias
(LOH e ANG, 2020).

A resisténcia a equinocandina ja foi relatada na clinica (TROVATO et al.,
2021), surge normalmente durante a terapia e esta associada a exposicao repetida
ou crénica ao medicamento, embora a resisténcia também possa ocorrer ap6s uma
breve exposicdo ao medicamento (HEALY e PERLIN, 2018). Mecanismos de
resisténcia ja foram relatados, como as respostas adaptativas ao estresse que
resultam em elevado teor de quitina na parede celular e mudangas naturais de
aminoacidos que conferem elevados valores de CIM (concentracédo inibitéria
minima). Analises moleculares identificaram muta¢cdées em dois diferentes pontos do
gene FKS1, que codifica parcialmente a funcionalidade de regiées redundantes de
1,3-beta-D-glicana sintase, em espécies de C. albicans e diversos outros patégenos
(DOUGLAS et al., 1997; CUENCA-ESTRELLA, 2014).

3.5 RESISTENCIA CRUZADA ENTRE ANTIFUNGICOS

Embora n&o sejam quimicamente relacionados, os azoélicos podem
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selecionar resisténcia aos polienos, uma vez que ambos sdo dependentes do
ergosterol em seu modo de agcédo (DALHOFF, 2018). As alteragbes podem ocorrer na
enzima alvo codificada por ERG11 (ocorre mudanga conformacional do alvo e reduz
a afinidade de ligagdo das moléculas de azol) e/ou ERG3 (esterol-lanosterol-14-a
desmetilase, e podem levar a reducdo do ergosterol e ao acumulo de esterois
alternativos na membrana celular do fungo) (XU et al.,, 2015). O polieno, como a
anfotericina B, por sua vez, tem seu modo de acao afetado devido a sua acao direta
no ergosterol, afetando a formacédo de canais que levariam a permeabilidade e
extravasamento do conteudo intracelular (REVIE, 2018; CAROLUS et al., 2020).

A multirresisténcia parece onipresente no ambiente e nos hospitais,
provavelmente causada pelo uso de azolicos em plantagdes, que também
selecionam resisténcia ao polieno (DALHOFF, 2018). As mutagdes ja foram
relatadas, por exemplo, em C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata. Algumas outras
alteragdes no gene ERG, como a mutacao de ERG2 podem levar a perda de sua
funcéo e a resisténcia a polienos (MARTEL et al., 2010; FORASTIERO et al., 2013;
BHATTACHARYA et al., 2018; AL-BAQSAMI et al., 2020).

Além disso, a resisténcia cruzada pode ocorrer entre azois e
equinocandinas. A resisténcia cruzada entre equinocandinas resulta de mutag¢des no
gene fks1, os altos CIMs para equinocandinas reduzem a sensibilidade de
B-(1,3)D-glicana sintase, o componente estrutural mais abundante da parede celular
em fungos (PRISTOV e GHANNOUM, 2019). Em 2017, Rybak et al. (2007)
demonstraram que uma substituicdo de aminoacido em ERG3p (G111R) demonstrou
ser responsavel pelas suscetibilidades alteradas ao azol e equinocandina
observadas em um isolado de C. parapsilosis. O mecanismo de resisténcia também
pode envolver a regulacado positiva dos transportadores ABC (SPETTEL et al.,
2019). A resisténcia cruzada também ja foi relatada em C. albicans e C. glabrata
(SPETTEL et al., 2019; HATWIG et al., 2019).
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3.6 FATORES DE VIRULENCIA

A viruléncia é a capacidade que organismos patogénicos possuem de
infectar um determinado hospedeiro. E o resultado de uma interagéo, por exemplo,
hospedeiro-fungo especifica, e mudangas no hospedeiro ou no fungo podem afetar o
grau de viruléncia, incluindo a presenca ou auséncia dela (GABALDON e CARRETE,
2016).

A expressdao de fatores de viruléncia em leveduras patogénicas /
oportunistas permite que elas causem doencas (POLVI et al, 2015). O
conhecimento detalhado sobre esses fatores em leveduras é limitado. Algumas das
caracteristicas virulentas em leveduras patogénicas sao crescimento em alta
temperatura, adaptacao ao pH, superexpressao de melanina, limitacao de nutrientes,
transicdo morfolégica, secrecdo de enzimas extracelulares, indugédo da formacao de
capsulas e formacado de biofilmes (POLVI et al., 2015). Sabe-se que algumas
enzimas permitem a degradagao de proteinas e desestabilizacdo das membranas
celulares do hospedeiro aumentando a viruléncia (MONTOYA et al., 2015).

Para patdgenos oportunistas, a viruléncia € expressa apenas em certas
condi¢des, como, por exemplo, ao entrar em contato com um possivel hospedeiro
debilitado. Contudo, o sucesso dessa colonizacao esta sujeito a selecéo no contexto
da populagdo e historia evolutiva da espécie, ao contrario dos patégenos
verdadeiros, onde essa caracteristica faz parte do seu ciclo de vida e sobrevivéncia.
Em patdgenos oportunistas, a viruléncia € um efeito secundario, o seu arsenal
enzimatico nos casos de espécies ambientais pode ser consequéncia da sua
adaptacdao a um ambiente natural ou interagdo comensal com um hospedeiro
(GABALDON e CARRETE, 2016).

Nas ultimas trés décadas, as micoses oportunistas vém aumentando de
maneira consideravel e isso pode ser explicado pelo aumento da frequéncia de uso
de antibiéticos de amplo espectro, dispositivos invasivos e nutricdo parenteral. Esses
fungos oportunistas adquiriram relevancia crescente alcangcando altas taxas de

mortalidade em pacientes imunocomprometidos. Fatores de viruléncia ja foram
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detectados em alguns estudos em leveduras ambientais (ZUZA-ALVES et al., 2016;
MACIEL et al., 2019), contudo, os padrdes de viruléncia e suscetibilidade a agentes
antifungicos desses microrganismos ainda sao pouco investigados (MONTOYA et
al., 2019)

3.7 METAGENOMICA

A metagendmica foi um grande avango em ecologia microbiana. E uma
técnica utilizada para o estudo do DNA total que pode ser obtido de uma amostra
ambiental, por exemplo. A primeira vez que o termo foi utilizado foi no trabalho de
Handelsman e colaboradores (1998) a fim de estudar compostos quimicos
produzidos por microrganismos do solo para o desenvolvimento de produtos
naturais. Essa ferramenta utilizada na microbiologia molecular revelou que o
microbioma € muito mais diverso do que pode ser revelado por técnicas
microbiolégicas tradicionais (COUGHLAN et al., 2015)

Essa ferramenta identifica ndo sé as espécies presentes, mas também
pode fornecer informacgdes sobre as atividades metabdlicas e fornecer informacgdes
funcionais dos microrganismos presentes em uma determinada populagéao
(LANGILLE et al., 2013). As duas principais abordagens da metagendémica séao
shotgun e amplicons. A abordagem shotgun sequencia trechos dos DNAs presentes
na amostra de maneira aleatéria utilizando, diretamente, o DNA total extraido da
amostra. J4 a abordagem por amplicon € realizada através da extragdo do DNA total
de uma amostra e do sequenciamento de um gene alvo, como o ITS para fungos,
por exemplo, com a realizagdo prévia da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(THOMAS et al.,, 2012). A abordagem de amplicons também é conhecida como
metataxondmica, um termo proposto por Marchesi e Ravel em 2015. A
metataxondmica é conceituada pelos autores como um processo de alto rendimento
usado para caracterizar a microbiota total através da construgdo de uma arvore

metataxonémica que relaciona todas as sequéncias obtidas entre si.
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3.7.1 Sequenciamento de alto rendimento

NGS é uma tecnologia de sequenciamento de DNA que revolucionou a
pesquisa gendmica, sendo possivel analisar um volume muito grande de dados no
sequenciador e obter o sequenciamento em poucas horas. Existem diversas
plataformas de NGS (BEHJATI e TARPEY, 2013).

Existem dois paradigmas principais na tecnologia de sequenciamento de
ultima geragcédo (NGS): sequenciamento de leitura curta e sequenciamento de leitura
longa. As abordagens de sequenciamento de leitura curta fornecem dados de baixo
custo e maior precisdo, que podem ser Uteis para pesquisa em nivel de populagéo e
descoberta de variantes clinicas. Em contraste, as abordagens de leitura longa
fornecem comprimentos de leitura que s&do adequados para aplicagbes de
montagem de genoma de novo e sequenciamento de isoformas de comprimento
total (GOODWIN et al., 2016).

3.7.1.1 ion Torrent

Segundo Gupta e Gupta (2014), a tecnologia do lon Torrent funciona com
base no principio de detecgdo da liberacdo de ions de hidrogénio durante a
incorporagcao de novos nucleotideos na fita de DNA em crescimento. Na natureza,
quando um nucleotideo € incorporado a uma fita de DNA por uma polimerase, um
ion de hidrogénio € liberado como um subproduto. A lon Torrent Personal Genome
Machine (PGM ™), usa uma matriz de alta densidade de pog¢os microusinados para
realizar a incorporacao de nucleotideos de uma maneira paralela. Cada pogo contém
abaixo uma camada sensivel a ions. O ion altera o pH da solucao, que é detectado
por um sensor. Se houver duas bases idénticas na fita de DNA, a voltagem de saida
€ duplicada e o chip grava duas bases idénticas.

Em vez de detectar a luz como no pirosequenciamento 454, a tecnologia
lon Torrent cria uma conexao direta entre os eventos quimicos e digitais. Os ions de
hidrogénio sao detectados em chips de sequenciamento de ions semicondutores.

Um circuito multicamada é formado a partir da repeticado de 20 vezes ou mais do
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mesmo processo. lon torrent PGM gera uma saida de dados total de cerca de
10-1.000 MB, dependendo do tipo de chip de sequenciamento e do semicondutor de
ion usado. lon Torrent gera comprimentos de leitura de cerca de 200 pb, que sao
usados para preencher lacunas na montagem produzida por outras tecnologias.
Embora o comprimento de leitura seja muito menor do que o de outras plataformas,
possui um custo mais baixo e pode ser uma boa escolha em alguns casos (Gupta e
Gupta, 2014).

3.7.1.2 lllumina

A plataforma HiSeq ou MiSeq possui a tecnologia de sequenciamento por
sintese. Ocorre a ligacao de uma fita do DNA a adaptadores da placa (flowcell), que
passa a ser amplificada clonalmente em fase soélida por PCR em ponte. Essa ligagéo
e amplificacao formam grupos conhecidos como clusters. Cada um desses grupos
contém milhdes de cépias do mesmo fragmento de DNA. Apds, a enzima de
linearizacdo é aplicada e as fitas duplas de DNA (double stranded - dsDNA) sao
convertidas em fitas simples (single stranded - ssDNA). Entdo, séo adicionados as
placas uma regiao bloqueadora removivel e deoxinucleotideos contendo diferentes
marcadores fluorescentes clivaveis. Esse processo permite a sintese de uma nova
fita e o sequenciamento realizado base a base. Gera sequéncias complementares
de 150 pares de base cada uma (ILLUMINA, 2021).

3.8. PESTICIDAS E IMPACTO AMBIENTAL

Os antifungicos tém sido amplamente utilizados como alternativa no
manejo de doencgas fungicas que afetam diversas culturas (BRAUER et al., 2019). A
ameaca de doengas fungicas € um fardo econdmico de longa data para as safras de
alimentos (BALL et al., 2020). Para a producao de safras de alta qualidade e
rendimento, os agricultores utilizam fertilizantes sintéticos e pesticidas. E parte

integrante da agricultura moderna e € uma das principais razées para o aumento
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dramatico da produtividade. O uso de herbicidas, inseticidas e fungicidas vem
causando problemas crescentes de resisténcia nos organismos alvo (HAHN, 2014).

Contudo, o uso nao regulamentado de antifungicos pode prejudicar a
saude publica. O uso excessivo de agrotoxicos também pode causar problemas
ambientais, como o acumulo no meio ambiente e consequente desequilibrio
ecologico, dando origem a selegao de microrganismos patogénicos resistentes aos
pesticidas. E importante que a aplicacdo de fungicidas na agricultura esteja sob
regulamentacao estrita a fim de garantir que os alimentos comercializados sejam
seguros para consumo, apresentem riscos insignificantes de toxicidade aguda e para
tentar minimizar a emergéncia de patégenos (BRAUER et al., 2019)

O uso excessivo e indevido de drogas antifungicas € um dos principais
responsaveis pelo surgimento de patdgenos resistentes. Além da utilizacao de
antifangicos na criacdo de gado, plantagdes e aquicultura, outros vetores desses
compostos para o ambiente sdo os residuos de hospitais e esgoto urbano nao
tratado. Isso pode afetar as populagdes microbianas de ambientes aquaticos e
terrestres, comumente envolvendo hospedeiros sem historia prévia de exposicao a
antifungicos (ROCHA et al., 2016).

Um exemplo de resisténcia em leveduras induzida por fungicidas
agricolas € o aumento da resisténcia em Candida albicans, e a emergéncia de
espécies oportunistas de Candida, como C. glabrata e C. parapsilosis, que tém sido
comuns em infec¢des invasivas. Um dos motivos para isso € a grande semelhanca
dos antifungicos utilizados na clinica e na agricultura, como no caso dos compostos
azolicos. A utilizagdo na agricultura, faz com que esses fungos tenham exposicao
prolongada, levando a selecdo desses microrganismos e resisténcia cruzada aos
medicamentos (FARIAS-RAMOS et al., 2014).

3.9 ABORDAGEM ONE HEALTH

O conceito One Health, também conhecido como Salude Unica, foi

langcado em 2008 pela Organizagdo Mundial da Saude, junto com a Organizagao
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Mundial para a Saude Animal e a Organizacao para a Alimentacao e Agricultura das
Nacdes Unidas. Representa a indissociabilidade da saude humana, animal e
ambiental, onde a qualidade de vida das populagcbes e a sua saude dependem de
um meio ambiente ecologicamente equilibrado (COUTO e BRANDESPIM, 2020).

Nos dultimos 30 anos, a maioria das novas doencgas infecciosas
emergentes se originaram no ambiente e a principal causa da emergéncia desses
patdgenos sao as atividades humanas que causam alteragdes nos ecossistemas e a
ocupagao e uso da terra sem um planejamento adequado, como a intensificacao da
agricultura, urbanizacido, viagens e comércio internacional. Alguns exemplos de
doencas que tiveram origem ambiental foram os virus SARS e o virus influenza
H5N1 (MACKENZIE e JEGGO, 2019). Além desses, fungos patogénicos emergentes
representam uma ameaca crescente aos ecossistemas, a seguranca alimentar e a
saude publica (GOSH et al., 2018).

O conceito propbée uma abordagem holistica que integra a saude
humana, animal e ambiental na tomada de decisées de politicas de saude publica,
envolvendo uma abordagem multidisciplinar que reconhece essa interdependéncia
(DESTOUMIEIEUX-GARZON et al., 2018).
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MATERIAL E METODOS

4.1 COLETAS

Foram realizadas quatro coletas ao longo de dois anos, entre agosto de
2017 a marco de 2019, em quatro diferentes pontos da laguna Tramandai. Em
conjunto com o Centro de Estudos Costeiros, Limnolégicos e Marinhos (CECLIMAR)
em Imbé, utilizamos uma embarcacdo de porte pequeno com o auxilio de um
barqueiro. O Ponto 1 (29°58'34.7"S 50°07'18.8"W) localizado no estuario da laguna,
ponto 2 (29°58'10.4"S 50°08'20.7"W) préximo a um condominio de casas, ponto 3
(29°568'12.2"S 50°09'19.7"W) no centro da laguna e ponto 4 (29°57'05.8"S
50°10'41.7"W) préximo a margem preservada. Os quatro pontos da laguna
Tramandai foram amostrados em ftriplicata. Cada ponto com pelo menos 3 km um do
outro, exceto as amostras de pontos P3 e P2, que estdo préximos, com 1,56 km de
distédncia um do outro, e P4 distantes 7 km de P1.

Foram coletados, 350 mL de amostras de agua em triplicata, utilizando
garrafas plasticas brancas estéreis, para o isolamento de leveduras e outras trés
amostras de 350 mL em garrafas plasticas brancas estéreis de cada ponto para a
realizacdo da extracao de DNA para a realizagcao de metagendmica nas coletas de
agosto de 2017 e fevereiro de 2018. Em todas as coletas também foram amostrados
1000 mL de agua para realizacao da determinacao de pesticidas. Ao todo, 500 mL
de amostras de agua superficiais (5-10 cm de profundidade) também foram
coletadas para a analise fisico-quimica da agua em vidraria estéril realizado pelo
Laboratério de Analise de Aguas, Sedimento e Biologia do Pescado localizado no
CECLIMAR. Os parametros analisados pelo laboratério foram oxigénio dissolvido
(OD mg/L), demanda bioquimica de oxigénio (DBO5 mg/L)), salinidade (%), cloretos
(mg/L). Em campo, foram coletados dados de temperatura (°C), pH e condutividade
(us/cm) utilizando equipamento multiparametro. Todos os pontos foram marcados

por GPS durante a primeira coleta e mantidos nas demais.
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4.2 ISOLAMENTO DE LEVEDURAS

As amostras foram mantidas em caixa térmica para o deslocamento até o
Laboratério de Micologia no Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, pertencente a
UFRGS em Porto Alegre, para processamento. Foram realizadas diluicbes seriadas
e aliquotas das diluicdes 10", 10° e também da amostra bruta (10°) foram semeadas
nos meios de cultura descritos a seguir. Na primeira coleta, essas diluicbes foram
semeadas em triplicata em caldo YM (pH 4) e caldo YM contendo antifungicos
incubados por 24-48h e, posteriormente, uma aliquota de 100 pL foi semeada em
agar YM contendo o respectivo antifungico e incubada por até 30 dias a 25°C. Uma
aliquota de 100 mL de cada amostra foi filtrada utilizando membrana de 0,45 ym. A
membrana foi entdo lavada com solug¢édo de tween 20 a 0,5% em shaker a 180 RPM
durante 15 minutos. O caldo resultante foi inoculado em triplicata em agar YM
acidificado contendo antifungicos e incubado por até 30 dias a 25°C. A membrana
também foi colocada em agar YM acidificado e incubada a fim de avaliar a melhor
metodologia para o isolamento das leveduras.

A partir da segunda coleta, a metodologia adotada foi a de diluicao
seriada, seguida por semeadura de 100 uL de amostra, em triplicata, em placas de
agar YM pH 4 com e sem antifingico. Os antifungicos utilizados foram fluconazol (8
pg/mL), terbinafina (1 pg/mL), anfotericina B (0,5 ug/mL) e caspofungina (1 pg/mL).
As concentragbes utilizadas foram subinibitérias a fim de isolar leveduras com

potencial de exibir um perfil de resisténcia.

4.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS LEVEDURAS ISOLADAS

O DNA gendmico total foi obtido a partir de células cultivadas em agar
YPD, incubadas a uma temperatura de 25 °C durante 48-72 h. As células foram
ressuspendidas em 600 uL de tampéao de lise (0,15 M NaCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM
EDTA, 2% SDS pH 8,0) e incubadas a 65°C por 1 hora. Ap6s a incubagao, 200 uL
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de acetato de potassio (5 M, pH 4,8) foi imediatamente adicionado e novamente
incubadas por 30 minutos em banho de gelo e centrifugadas a 18440 xg por 5
minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de 2 mL e centrifugado
novamente. Novamente o sobrenadante foi transferido para outro tubo tipo
Eppendorf de 2 mL e cerca de 1 volume de isopropanol absoluto foi adicionado as
amostras para precipitar o DNA, incubadas por, pelo menos, 30 minutos em uma
temperatura de -20°C. Apéds, realizou-se uma centrifugacdo a 18440 xg durante 20
minutos, seguida de lavagem do DNA alcool 70%. O alcool foi retirado e o DNA
gendmico foi seco a temperatura ambiente por aproximadamente 1 hora, em seguida
foram adicionado 50 uL de tampao TE (Tris-EDTA pH 7,4) para ressuspender o
material. Foi realizada eletroforese com o material, utilizando gel de agarose 1% em
solucao tampao TBE (Tris, Borato e EDTA) a uma concentracdo de 1 X. Para a
visualizagdo do DNA, foram utilizados 1 pL de tampéo de corrida, 1 yL de GelRed
(1:500) e 2 pL de amostra de DNA.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi baseada na amplificacéo da
regiao D1/D2 do LSU rDNA e foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores NL1
(5-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-3) e NL4 (5'-GGT CCG TGT TTC AAG
ACG G-3’) (O’'Donnell, 1993). Para a reacado de amplificacdo em um volume final de
25 pL, foram utilizados 12,5 uL de Master Mix (Invitrogen), 0,6 yL de cada
oligonucleotideo iniciador (20 pmol/uL) e 10,3 uL de agua ultra-pura. O programa
utilizado no termociclador foi composto de um passo de desnaturagao inicial a 95°C
durante 5 minutos, seguido de um passo de desnaturacéo a 95 °C por 1 minuto,
anelamento a 56 °C por 1 minuto e extensao a 72 °C por 1 minuto durante 30 ciclos,
e adicionalmente um passo de extensao final de 72 °C por 6 minutos. A qualidade da
amplificacéo foi averiguada por eletroforese, utilizando gel de agarose 1,5% corado
com corante GelRed, conforme descrito acima. A purificacao foi realizada com 2 uL
de ExoSAP-IT® (Affymetrix, USA) para cada 5 puL de cada reacgédo, segundo as
instrucdes do fabricante. O sequenciamento das amostras foi realizado empregando
sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer(Applied Biosystems,
USA), pelo método de Sanger, realizado junto ao Hospital de Clinicas de Porto

Alegre.
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Para aquelas espécies consideradas novas ou com identificacdo dubia
através da regidao D1/D2, realizou-se o sequenciamento da regiao ITS da SSU rDNA.
Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificagao foram ITS1 (5-TCC
GTA GGT GAA CCT GCG G-3') e ITS4 (5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3)
(PETER et al., 2009) e as condicées de reacdo para amplificagdo foram as mesmas
que as utilizadas para a regido D1/D2, descritas acima. A amplificagdo consistiu em
um passo de desnaturagcao a 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos de 45 segundos a 95 °C,
30 segundos a 56 °C e 1 minuto a 72 °C e extensao final com duragédo de 7 minutos
a 72 °C. As sequéncias foram analisadas através do programa Staden Package
(STADEN et al., 2003), comparadas com as sequéncias das cepas “tipo” no banco
de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando a ferramenta BLAST com
ponto de corte para a identificagdo acima de 99%, cobertura maior ou igual a 98%
com erro préximo a zero (ALTSCHUL et al., 1990).

4.4 ENSAIO DE RESISTENCIAAANTIFUNGICOS DE IMPORTANCIA MEDICA

As concentracdes inibitérias minimas (CIMs) foram determinadas pela
técnica de microdiluicdo, de acordo com o protocolo M27-A3 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), com pequenas modificagées. Os indculos
foram padronizados em 0,5 - 2,5 x 10° UFC/mL em espectrofotdbmetro (Spectrum
METER SP-2000UV), controlados por contagem de colénia em meio agar
Sabouraud dextrose em placa de Petri. Os antifungicos foram adquiridos da
Sigma-Aldrich, Missouri, EUA e foram realizados testes pilotos utilizando valores
minimos e maximos preconizados para a espécie Candida albicans, conforme o
protocolo M27-A3 do CLSI. Apds a avaliacao dos resultados no teste piloto, as
leveduras foram testadas no intervalo de concentragao final 0,25 - 128 ug / mL de
anfotericina B (AMB) e caspofungina (CAS), 0,50 - 256 ug / mL de terbinafina (TRB)
e 4 - 2.048 ug / mL de fluconazol (FCZ). A incubacao foi a 25 °C por 48 h e as

concentragdes inibitérias minimas (CIMs) foram determinadas quando havia 100%
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de inibicdo visual por comparacao do crescimento nos pogos isentos do farmaco

(controle de crescimento) (CLSI, 2008).

4.5 ANALISE DE PESTICIDAS EM AMOSTRAS DE AGUA

As amostras foram analisadas através de um sistema SPE-LC-ESI-MS /
MS, em parceria com o Laboratério Nacional Agricola, do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento em Porto Alegre. Inicialmente, um volume de 250 mL de
cada amostra foi processado usando um protocolo de extragcdo em fase soélida. Foi
utilizado cartucho Strata-X, com 200 mg de solvente e capacidade de 6 mL
(Phenomenex). O condicionamento foi realizado com 3 mL de acetona com acido
acético a 0,3%, seguido de 3 mL de metanol com acido acético a 0,3% e depois 3
mL de agua ultrapura com 5% de metanol. Em seguida, 250 mL da amostra foram
carregados no cartucho. Apos a carga, os cartuchos foram secos durante 5 minutos,
sob vacuo. A eluicao foi realizada usando 6 mL de acetona com 0,3% de acido
acético, seguido de 6 mL de metanol com 0,3% de acido acético. O sobrenadante foi
evaporado sob corrente de N, a 45 °C até a secura, e entao reconstituido com agua:
acetonitrila (98: 2) com 0,1% de acido férmico. Cada amostra foi processada em
triplicata.

As analises foram realizadas usando um cromatografo liquido Agilent
Series 1260 Infinity Il (Agilent Technologies) acoplado a um espectrémetro de massa
triplo quadruplo API 5000 (Sciex). A coluna cromatografica usada foi uma Zorbax
SB-C18 Rapid Resolution, 4,6 x 150 mm, 3,5-Micron (Agilent Technologies). Um
volume de 5 pyL da amostra processada foi injetado no sistema. A fase mével foi (A)
agua com 0,1% acido férmico e 5 mM de formiato de aménio (B) acetonitrila
com 0,1% acido formico e 5 mM de formiato de aménio, em modo gradiente, com
tempo de analise de 20 minutos e tempo de equilibrio entre corridas de 3 minutos. O
gradiente inicia com 5% de fase B, que aumenta linearmente até atingir 95% aos 10
minutos. Essa condicao € mantida até os 18 minutos, quando a concentracéo de B

retorna a condicao inicial (5%), aos 18,5 minutos, e mantida assim até os 20
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minutos, e durante o tempo de equilibrio. Os resultados obtidos foram qualitativos. A
deteccao qualitativa para detectar a presengca de pesticidas nas amostras,
baseou-se em um banco de dados contendo o perfil de 171 compostos (DIAZ et al.,

2013). A lista desses compostos encontra-se no Apéndice A.

4.6 TESTES ENZIMATICOS

Suspensdes padrao com 1-5 x 10° células / mL foram obtidas para cada
isolado previamente cultivado em agar Sabouraud dextrose por 48 h a 25° C, e 10
ML de suspensdes foram inoculadas no meio de cultura especifico para cada enzima
a ser testado (lipase, albuminase, gelatinase, fosfolipase, urease e DNase). Os
resultados foram obtidos apdés a incubagdo a 25° C por 7 dias, e a zona de
precipitacdo (Pz) foi calculada, a menos que especificado de outra forma. Pz foi
expresso como a razao entre o diametro médio da col6nia e o didametro médio da
colénia mais o halo de degradacdo (HANKIN e ANAGNOSTAKIS, 1975; BUZZINI e
MARTINI, 2002).

4.6.1 Meio gelatinase em tubo

O meio gelatina foi utilizado para caracterizar as leveduras quanto a
producao da enzima capaz de degradar a gelatina. O meio € composto por 3g de
extrato de carne, 5 g de peptona, 120 g de gelatina incolor, 1 L de agua destilada. O
meio foi distribuido em tubos de ensaio com tampa e autoclavado a 1 ATM durante
15 minutos. Apds, as leveduras crescidas em meio YPD por 48h a 25 °C foram
inoculadas, com o auxilio de agulha microbiologica, no meio gelatinase em triplicata,
juntamente com o controle positivo Nocardia brasiliensis 553 e incubadas a 25° C
durante 48-72h. Apos esse periodo, os tubos foram resfriados a 4 °C por 15 minutos.

O resultado positivo foi considerado quando houve liquefagado do meio.
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4.6.2 Meio DNAse

A producgédo de enzima DNAse foi avaliada em meio comercial DNase Test
Agar (Acumedia). Foram adicionadas 39g de DNAse para 1 L de agua destilada. O
meio foi autoclavado a 1 ATM durante 15 minutos e distribuido em placas de petri.
As leveduras foram crescidas a 25 °C durante 48h, apoés, foi realizado um inéculo
com concentragdo 0,5 na escala de McFarland, padronizado no aparelho
DensiCheck. Cerca de 2 uL do in6culo foram inoculados pontualmente na placa. O
ensaio foi realizado em triplicata. Apds 48-72 h de incubacgao a 25 °C, 1 mL de acido
cloridrico foi adicionado em cada placa, em camara quimica, e a leitura dos
resultados positivos foi realizada através da visualizacao de halo de precipitagcao. Os
halos e as colénias foram medidas utilizando um paquimetro digital para o calculo do

Pz. O controle positivo utilizado foi Rhodotorula taiwanensis (LT15).

4.6.3 Meio lipase

A capacidade de degradar lipidios foi testada utilizando meio lipase
contendo 2,5g de peptona de carne, 2,5 g de peptona de caseina, 3 g de extrato de
levedura, 20 g de agar, 10 mL de tributirina em 1 L de agua destilada. Os
componentes foram dissolvidos em agitador magnético antes da autoclavagem a 1
ATM por 15 minutos. Apos, o meio foi distribuido em placas. As leveduras, crescidas
durante 48 h a 25 °C, foram utilizadas para a preparacdo do inéculo em uma
concentracao de 0,5 na escala McFarland, utilizando DensiCheck. Cerca de 2 uL de
in6culo foram depositados pontualmente sobre a camada superficial do meio e o
ensaio foi realizado em triplicata. As placas foram incubadas a 25 °C por48 he a
leitura dos resultados positivos foi realizada através da visualizagdo de halos
translucidos ao redor da col6nia. As colénias e os halos foram medidos para o

calculo do Pz. O controle positivo utilizado foi Candida blattae (M06).
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4.6.4 Meio urease

Para o teste de producéo de urease e coloragao por Diazonium Blue B
(DBB) os isolados, assim como os controles positivo Cryptococcus neoformans
ATCC 20882 e negativo Candida albicans ATCC 2001, foram cultivados em tubos
contendo meio YCB-ureia (1,17% Yeast Carbon Base, fucsina acida, 2% agar, ureia
10%). A fucsina acida € adicionada até a obtencdo de uma coloragcao rosa escuro.
As culturas foram incubadas a 22-25 °C por 72 horas. A capacidade de produzir
urease foi conferida através da alteracao da coloracao do meio para a cor branca.
Os tubos foram examinados todos os dias durante 3 dias (HAGLER e
MENDONGCA-HAGLER, 1991).

4.6.5 Meio fosfolipase

A capacidade de degradar fosfolipidios foi testada em meio fosfolipase.
Para o preparo do meio, os ovos de galinha foram colocados em alcool 70% para a
desinfecgao da casca por pelo menos 30 minutos. O meio base é composto de 10 g
de bactopeptona, 10 g de glicose, 57,3 g de Cloreto de Sédio, 0,55 g de Cloreto de
Calcio, 20 g de agar bacteriolégico diluidos em 960 mL de agua destilada e
autoclavado por 15 minutos a 1 ATM. Foram filtrados 2,5 mL de Protovit Plus
(Bayer), os ovos foram quebrados assepticamente e a gema depositada em placa de
petri estéril. Cerca de 40 mL de gema foi aliquotada com pipeta de vidro estéril,
evitando a membrana, e adicionada ao meio de cultura base resfriado a 50 °C. Apo6s
a homogeneizagéo, o meio foi distribuido em placas de Petri e 2 uL de in6culo para
cada levedura na concentracdo de 0,5 McFarland foram depositados na placa em
triplicata. As placas foram incubadas por 48 h a 25 °C. O resultado positivo foi
considerado pela formac¢ao de um halo opaco ao redor de cada colénia. O controle

positivo foi realizado através da cepa de Candida albicans ATCC10231.
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4.6.6 Meio protease

Para avaliar a capacidade das leveduras de produzirem enzimas
proteoliticas, foi utilizado o meio albumina. Para isso, foi feito um meio base
contendo 18 g de agar e 900 mL de agua destilada, autoclavado a 1 ATM durante 15
minutos. O meio albumina foi confeccionado separadamente com 1,17 g de Yeast
Carbon Base (YCB), 2 g de albumina bovina, 2,5 mL de Protovit diluidos em 100 mL
de agua destilada e esterilizada por filtragdo. O meio albumina foi adicionado ao
meio base apo6s o seu resfriamento e distribuido em placas de Petri. Cerca de 2 uL
de in6culo na concentragdo de 0,5 de McFarland foram adicionados nas placas em
triplicata. Ap6s 48 h a 25° C, a leitura foi realizada adicionando corante (1 g de negro
de amido, 200 mL de acido glacial, 800 mL de agua de destilada). Ap6s cinco
minutos, o excesso do corante foi retirado e as placas lavadas com a solugao
reveladora (10 mL de acido acético glacial, 990 mL de agua destilada). C. albicans

ATCC10231 foi utilizada como controle positivo.

4.6.7 Meio queratinase

Para verificar a capacidade das leveduras em produzir enzimas capazes
de degradar a queratina, foi utilizado um meio modificado de Scott et al. (2014). O
ensaio foi realizado em meio liquido contendo 0,5 g de KCI, 0,25g de MgSO, x 7
H,0, 0,001 g CaCl, x 2 H,0, 4 g NaH,PO, x H,O, 1 g FeCl; x 6 H,0O, 0,5 mL solucao
de 1 g/L de MnCl, x 4 H,0O, 1 mL solugdo de 100 mg/L Na,MoO, x 2 H,O, 1 mL
solugdo de 250 mg/L CuSO, x 5 H,O em 100 mL solugdo tampao (1,42 g de
Na,HPO, em 98 mL de agua, ajustar o pH para 9 com solucdo de KH,PO,.
Autoclavar a 1 ATM durante 15 minutos).

Em cada tubo foi adicionado 12 mg de queratina azure (Keratin azure,
Sigma K8500), autoclavado por 15 minutos a 1 ATM. Apés o resfriamento do meio
basal, foram adicionados 3 mL em cada tubo contendo keratin azure. Foram
reservados trés tubos para o controle negativo. O in6culo das leveduras foi

preparado em uma concentragéo de 1-5 x 10° UFC/mL. O controle positivo utilizado
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foi Microsporum canis 14. A leitura foi realizada apds a incubacgéao por 7 dias a 25 °C
e centrifugacado dos tubos por 10 minutos a 18440 xg. Apds, o sobrenadante foi
adicionado a cubetas de cristal e a turbidez lida com espectrofotbmetro em uma
absorbancia de 595 nm. O valor de ABS = 0,01 é igual a 1 UK (unidade de
queratinase) (SCOTT et al., 2004; SHARMA et al., 2012, PAGANI et al., 2016).

4.7 COLETA E PROCESSAMENTO DE DADOS META-TAXONOMICOS

4.7.1 Plataforma ion Torrent: processamento e analises

A extracdo de DNA foi realizada em triplicata com o DNeasy PowerSoil Kit
(QIAGEN), a qualidade e a quantidade de DNA foram avaliadas por
espectrofotometria (NanoDrop ND 1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, EUA).
As amostras foram coletadas em agosto/2017 e fevereiro/2018, estacao chuvosa e
seca respectivamente. Apos a extracdo do DNA total de cada amostra, a
amplificacéao por PCR foi realizada usando ITS3
(5'-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3') e ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')
(IDT), oligonucleotideos iniciadores direcionados a regiao ITS2 (350 pb) da regiao
ITS. A PCR foi realizada ap6s 95 °C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C por 1 minuto, anelamento a 55 °C por 1 minuto e extensao a
72 °C durante 1 minuto; uma fase final de extensao foi realizada a 72 °C durante 10
minutos. Em seguida, os amplicons foram sequenciados utilizando a plataforma ion
Torrent, purificados por Agencount AMPure Beads (Beckman Coulter) e a construcao
da biblioteca foi realizada a partir de uma quantidade inicial de 100 ng de DNA,
conforme descrito na lon Plus Fragment Library. As amostras foram processadas
como amostras compostas, ou seja, apenas uma corrida para cada ponto foi
realizada. Todas as amostras foram sequenciadas em uma execucdao PGM
multiplexada e as sequéncias de cbédigo de barras foram usadas para identificar
cada amostra da saida de sequenciamento total. O sequenciamento foi conduzido

no Instituto do Petréleo e dos Recursos Naturais (IPR), localizado dentro das
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dependéncias da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS).
As amostras foram sequenciadas em um sistema lon Personal Genome Machine
(PGM) (Thermo Fisher) usando um chip lon 316, seguindo as instru¢bes do
fabricante. Um arquivo FASTQ foi gerado para cada ponto amostrado.

O processamento das analises foi realizado dentro do BASH no sistema
operacional LINUX. Os arquivos FASTQ recebidos foram convertidos em FASTA
utilizando a ferramenta FASTX v 0.0.13 (HANNON, 2010). A seguir, os adaptadores
das sequéncias foram removidos utilizando o programa cutadapt. Para visualizarmos
e limparmos os arquivos das sequéncias, utilizamos o programa MOTHUR v 1.41.1
(SCHLOSS et al., 2009), em seguida foi realizada a limpeza desses arquivos
(@>=25; maxambig = 0; maxhomop = 8) retirando sequéncias curtas (minlenght =
100 pb). Apods, as sequéncias em duplicatas e as quimeras foram removidas e as
sequéncias foram normalizadas (GIHRING et al., 2012). Em seguida, mesclamos
todas as sequéncias e agrupamos as OTUs com 97% ou mais de similaridade,
utiizando o programa fMLC (VU et al.,, 2018). Em seguida, sequéncias
representativas foram alocadas em um novo arquivo. Para realizar a identificacéo,
utilizou-se o banco de dados referéncia para fungos UNITE e realizou-se a
comparacgao do dataset. Usando dados OTU agrupados com 97% de similaridade,
comparou-se com o banco de dados UNITE, a tabela resultante foi submetida a
ferramenta FUNGuild (NGUYEN et al., 2016). O FUNGuild foi usado para atribuir
OTUs aos grupos funcionais (guildas) e ser capaz de caracterizar a comunidade
fungica. O pipeline encontra-se no apéndice B.

A diversidade beta e alfa (WHITAKKER, 1972) foram calculadas através

do programa R.

4.7.2 Plataforma lllumina: processamento e analise

As amostras foram coletadas durante o verao em marco de 2019. Apés a
coleta e extracago de DNA, a PCR foi realizada utilizando fITS7
(5'-GTGARTCATCGAATCTTTG-3) (IHRMARK et al, 2012) e ITS4
(5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3 ") (WHITE et al., 1990), tendo como alvo a regido
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ITS2 do DNA ribossomal nuclear. O PCR foi realizado utilizando a ciclagem: 94 °C
por 2 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturagcdo a 94° C por 1 minuto,
anelamento a 60 °C por 1 minuto e extensédo a 72 °C por 3 minutos; uma fase de
extensao final foi realizada a 72 °C por 5 minutos. Uma quantidade de 5 ug / pl de
gDNA foi considerada para a construcido de bibliotecas de sequenciamento de
extremidades emparelhadas (2 x 150 bp) de tamanho de insercdo de 450 pb
seguindo o protocolo do fabricante para o NEBNext® Fast DNA Fragmentation and
Library Preparation Kit (New England Biolabs Inc .). A analise de qualidade das
bibliotecas finais foi realizada por meio do 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies)
com controle de tamanho de gDNA de comprimento de leitura usando eletroforese
em gel de agarose. Todas as amostras foram sequenciadas no Instituto de Medicina
Veterinaria, Burckhardtweg, na Universidade de Géttingen, na Alemanha. Utilizou-se
a plataforma lllumina Hi-Seq 2500 conforme recomendado pelo fabricante.
Sequéncias barcode foram usadas para identificar cada amostra da saida de
sequenciamento total. As amostras foram sequenciadas em ftriplicata. As amostras
foram denominadas S01, S02 e S03 para o Ponto 1 (P1); S04, S05 e S06 para o
Ponto 2 (P2); S07, S08 e S09 para o Ponto 3 (P3); S10, S11 e S12 para Ponto 4
(P4);

Para a limpeza inicial do conjunto de dados, as leituras foram filtradas
com uma pontuacao de qualidade igual ou superior a 33 e um comprimento minimo
de 150 bp. Entao, o limite usado foi de 97% de similaridade para agrupar OTUs, que
€ o valor de corte normalmente usado em estudos de comunidade de fungos.
Singletons e quimeras foram removidos utilizando o software Vsearch (ROGNES et
al., 2016). Posteriormente, as sequéncias foram alinhadas com o banco de dados
UNITE fungal ITS utilizando a ferramenta BLAST (GEML et al., 2014; NOUHRA et
al., 2018). A identificacao dos fungos foi feita com a ferramenta BLAST, apenas
sequéncias com pelo menos 97% de similaridade e pelo menos 90% de cobertura
foram identificadas. OTUs com = 98,5% de similaridade foram atribuidos em nivel de
espécie e semelhancgas entre 97 e 98,5% foram atribuidas em nivel de género.

As analises estatisticas de diversidade beta e alfa foram realizadas
utilizando o indice de diversidade Chao1 (CHAO, 2005). E um indice util para
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conjuntos de dados de baixa abundancia, como costuma ser o caso de
microrganismos . Também foi feita a correlagdo com os metadados ambientais
utilizando o indice de similaridade Bray-Curtis através da plataforma R com o pacote

Vegan.

4.9 CITOMETRO DE FLUXO NA IDENTIFICACAO DE BOMBAS DE EFLUXO

A amostra LT12 (Papiliotrema laurentii) foi escolhida por se tratar de uma
espécie ambiental com importancia clinica que apresentou resisténcia a terbinafina.
A escolha também se deve ao fato do aumento de casos de infecgdes relacionadas
a espécie. A levedura foi semeada em meio YPD e incubada a 25 °C durante 48h.
Apos, foi preparado um indéculo de aproximadamente 10° células em PBS 1x (8g
NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g Na,HPO,, 0,24g KH,PO,). Para o preparo da solucao
estoque de verapamil, diluiu-se 0,0106 g do soluto para 1 mL de etanol.

O teste foi realizado utilizando terbinafina, pela sua a¢ao fungicida, a uma
concentracdo de 256 pg/mL, por exposicdo aguda ao antifungico, durante 30
minutos. Apds, as amostras foram coradas com Syto24 e iodeto de propidio por 15
minutos e a analise foi realizada no equipamento de citdbmetro de fluxo BD
FACSVerse. Para fins comparativos, realizamos o teste com exposicdo aguda a
clorexidina 200 pg/mL sem terbinafina, adicionada de corante. Utilizou-se como

controle os in6culos em PBS.

4.10. TESTES BIOQUIMICOS PARA DESCRIGAO DE POSSIVEL ESPECIE NOVA

Para a descricao de possivel espécie nova realizaram-se os testes
bioquimicos. A espécie foi caracterizada fenotipicamente através de morfologia e
fisiologia (YARROW,1998; KURTZMAN et al., 2011).
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4.11 CARACTERIZAGAO MOLECULAR, COLONIAL E CELULAR

O DNA do isolado LT49 foi extraido com DNeasy PowerSoil Kit (QIAGEN).
A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi baseada na amplificacdo da regiao
D1/D2 do LSU rDNA e utilizaram-se os oligonucleotideos iniciadores NL1 (5’-GCA
TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-3’) e NL4 (5-GGT CCG TGT TTC AAG ACG
G-3’) (O’'Donnell, 1993). E também foi amplificada a regiao ITS: ITS1 (5-TCC GTA
GGT GAA CCT GCG G-3’) e ITS4 (5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) (Péter et
al.,, 2009). PCR e sequenciamento ocorreu conforme o item 4.3 descrito
anteriormente. As arvores filogenéticas para as duas regides foram construidas
utilizando o programa MEGA 7 (REF), utilizando as 20 sequéncias de cepas tipo
mais semelhantes a LT49. As sequéncias foram alinhadas pelo método MUSCLE
(REF), a arvore filogenética foi criada utilizando o algoritmo maximum likelihood,
utilizando o método kimura-2-parameters e bootstrap igual a 1000.

A levedura foi incubada em meio YPD, a 25 °C durante 48h e a
caracterizacdo foi realizada observando cor, textura, producdo de pigmento,
margem, brilho, elevacao, superficie e consisténcia (YARROW, 1998).

A caracterizacao celular foi realizada em meio agar batata (AB), com
incubacdo de 7 dias. O AB teve de ser utilizado, pois em meio YPD a colbénia
apresentava-se esclerética, e nao foi possivel realizar |a&mina a fresco. A
visualizacao das células ocorreu em um aumento de 1000x para a observagao do
tamanho, formato, presenca de pseudohifa, tipo de reproducéo e possivel presenca
de outras estruturas reprodutivas (KURTZMAN et al., 2011). Para a visualizacao de
possiveis hifas, foi realizado o método de microcultivo, utilizando AB, incubado por
até 7 dias a 25 °C.

56



4.12 CARACTERIZAGAO BIOQUIMICA

4.12.1 Fermentacao

Verificou-se a capacidade de fermentagdo da levedura para glicose,
trealose, lactose, xilose e celobiose. O meio base consistiu em 0,75 g de peptona,
0,5g de extrato de levedura e 2g de agucar a ser testado. Aliquotas de 4 mL foram
adicionadas aos tubos de ensaio e foram adicionados os tubos de Durham para a
observacdo de formacido de gas, sendo considerado +1 a formagcdo de gas no
primeiro %5 do tubo, +2 a produgéo de gas preenchendo até % do tubo e +3 quando
ocorreu a o total preenchimento do tubo de Durham por gas ou ainda 0 quando a
fermentacao foi negativa. As leituras ocorreram regularmente todos os dias para a
observacado do comportamento da levedura e os resultados foram anotados nos dias

7, 14 e 21 dias ap0s a inoculagéo. Todos os agucares foram testados em triplicata.

4.12.2 Fontes de carbono

A capacidade de assimilar diferentes fontes de carbono foi realizada em
placa de petri em meio contendo 0,67 g de yeast nitrogen base (YNB), adicionado de
0,5 g da fonte de carbono desejada, 2 g agar Difco e em triplicata. As fontes testadas
foram D-glicose, D-galactose, N-acetil-glucosamina, D-ribose, D-xilose, L-arabinose,
L-ramnose, Sacarose, Maltose, Trealose, inulina, amido soluvel, glicerol, eritritol,
D-manitol, celobiose, salicina, lactose, rafinose, etanol, M-inositol, D-gluconato,
succinato, citrato, metanol, acetona, isopropanol, NAG, twenn 20, tween 80, manose
e dextrina. Para a realizacdo dos testes a levedura metabolicamente ativa, foi
inoculada em uma concentracdo de 1 x 10° UFC/mL em meio para a estarvacdo
(0,67 g de YNB e 0,1 g de glicose) durante 24h. Aproximadamente 1 uL do inéculo
foi adicionado em cada placa. As placas foram incubas por 21 dias a 25° C. O

controle positivo utilizado foi uma placa contendo 0,67 g de YNB, 2 g de agare 0,5 g
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de glicose e o controle negativo utilizado foi uma placa contendo 0,67 g de YNB e 2

g de agar.

4.12.3 Fontes de nitrogénio

A assimilacao de nitrogénio foi feita através do método de auxanograma.
O indculo (1 x 10° UFC/mL) foi feito a partir de colonias metabolicamente ativas, em
agua destilada autoclavada por 24h a fim de que a levedura esgotasse suas
reservas energéticas. O meio teste foi preparado com 1,17 g de yeast carbon base
(YCB) e 2 g de agar Difco, ap6s, o in6culo foi incorporado ao meio. As fontes
testadas foram peptona, L-lisina, creatinina e nitrato de s6dio que foram colocados
pontualmente sobre o auxanograma. A leitura positiva foi realizada a partir da

formacgao de halos.

4.12.4 Teste de urease

O teste foi realizado como descrito no item 4.6.4.

4.12.5 Teste de crescimento a diferentes temperaturas

O teste de crescimento foi realizado em banho maria em caldo YPD apos
a inoculacao da levedura em diferentes temperaturas: 25 °C, 30 °C, 37 °C, 40 °C e
42 °C. O crescimento foi observado por até 14 dias. Devido as caracteristicas da

levedura, o crescimento foi observado pelo aumento do volume de in6culo.

4.12.6 Teste de tolerancia a NaCl 10%

O teste foi realizado em meio contendo 0,67 g de YNB, 5 g de glicose e
10 g de NaCl. A incubacgao ocorreu durante 21 dias a uma temperatura de 25 °C com

observacao semanal do crescimento (BARNETT et al., 2020).
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4.12.7 Producgao de compostos amiloides

A leitura da produgédo de compostos amildides foi realizada com a adi¢ao
de uma solucao de iodeto de potassio 1:5 (lugol) na placa com crescimento positivo
de YNB, agar e glicose. A leitura positiva € evidenciada pela coloracao azulada na
colénia, resultante da reagcéo do lugol com os compostos amiléides produzidos pela

levedura.
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APENDICE A - Lista de compostos organicos testados quanto a presenca na

laguna Tramandai

Acefato, Acetamiprida, Alacloro, Aldicarb, Aldicarbesulfona, Aletrina, Azinfosetil,
Azinfosmetil, Azoxistrobina, Barban, Benfuracarbe, Bentazona, Bifentrina, Bitertanol,
Boscalida, Bromuconazol, Bupirimato, Carbaril, Carbendazim, Carbofenotion,
Carbofurano, Ciazofamida, Cimoxanil, Cipermetrina, Ciproconazol, Clorbromuron,
Clorfenvinfés, Clorimuron, Cloroxuron, Clorpirifos, Clorpirifés, Cresoximmetilico,
Deltametrina, Desmedifan, Diazinon, Diclorvos, Dicrotofés, Difenoconazol,
Diflubenzuron, Dimetoato, Dimetomorfe, Dimoxistrobina, Dissulfotonsulfona,
Dissulfotonsulféxido, Diuron, Dodemorfe, Epoxiconazol, Etiofencarbe sulfona,
Etiofencarbe sulfoxido, Etion, Etiprole, Etirimol, Etoprofos, Etrinfés, Fempropatrina,
Fenamifés, Fenamiféssulfona, Fenamiféssulfoxido, Fenarimol, Fenitrotiona,
Fenobucarb, Fenoxicarbe, Fentiona, Fention Sulfona, Fention sulfoxido, Fentoato,
Fipronil, Fluazifopebutil, FlucitrinatoNH4 + | Fludioxonil-NH4 + | Flufenacet,
Flusilazole, Flutriafol, Folpete-NH4 + | Foransulfuron, Forato, Foratosulfona,
Foratosulfoxido, Fosalona, Fosfamidona, Fosmete, Fostiazate, Furatiocarbe,
Hexaconazol, Hexitiazox, Imazapic, Imazapir, Imazalil, Imibenconazol, Imidacloprido,
Iprobenfos, Iprodiona, Iprovalicarbe, Isocarbofés, Isoproturon, Lambdacialotrina,
Linurom, Malaoxon, Malation, Mefosfolan, Mesotriona, Mevinfés, Metalaxil,
Metamidofos, Metazaclor, Metconazol, Metidationa, Metiocarbesulfona, Metiocarbe
sulféxido, Metomil, Metoxifenazida, Metoxuron, Metsulfuron metal, Miclobutanil,
Monocrotofés, Monuron, Nitempiram, Nuarimol, Ometoato, Oxamil-NH4 + |
Oxicarboxina, Oxifluorfen, Paclobutrazol, Paraoxonetil, Paraoxonmetil, Paration etil,
Pencicuron, Penconazol, Permetrina, Piraclofos, Piraclostrobina, Pirazofés, Pirifenox,
Pirimifosetil, Pirimifésmetil, Piriproxifen, Procloraz, Profenofés, Promecarbe,
Prometrina, Propamocarbe, Propanil, Propargito, Propiconazol, Propoxur,
Prosulfuron, Pirimicarbe, Simazim, Tebuconazol, Tebufenpirade, Tepp, Terbufos,
Tiacloprido, Tiametoxan, Tifensulfuron metal, Tiodicarbe, Tolilfluanid-NH4 + |
Triadimefon, Triadimenol, Triazofés, Triciclazole, Triclorfon, Triforina, Tiobencarbe,
Tiofanatometila, Triassulfuron, Tridemorfe, Trifloxistrobina, Trifloxusulfuron,
Triflumuron, metil, Trinexapaque etil
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APENDICE B - Pipeline das analises dos dados obtidos na plataforma lon Torrent

Abaixo estdo enumerados o passo-a-passo utilizado para o processamento

dos dados brutos de metagenémica:

1. Fastq_to_fasta

(sudo apt-get install FASTX-Toolkit
fastq_to fasta -i rawdata/Danielle_S1_P1.fastq -0 results/Danielle_S1_P1.fasta

2. Cutadapt

cutadapt -a TCCTCCGCTTATTGATATGC rawdata/Danielle_S2_ P4 .fasta >
results/Danielle_S2 P4 cutadapted3.fasta

cutadapt -g GCATCGATGAAGAACGCAGC
results/Danielle_S2 P4 cutadapted3.fastq > results/Danielle_S2 P4 trimmed.fastaa

3. Tenha uma visao global sobre as sequéncias: (mothur and vsearch are
required)

mothur

summary.seqs(fasta=Danielle_*.fasta) > Danielle_*.summary

4. Limpe as sequéncias fasta removendo sequéncias curtas (<100bp) e coloque
as informacgodes de localizagao e estagao das sequéncias no cabec¢alho da
sequéncia

/data/Danielle/scripts/removeshortsequences.py Danielle_S1_P1.fasta
Danielle_S1_P1_clean.fasta

5. Remova as sequéncias duplicadas para cada amostra

mothur
unique.segs(fasta=Danielle_S1_P1_clean.fasta)

6. Remover sequéncias de quimera

mothur
chimera.vsearch(fasta=Danielle_S1_P1_clean.unique.fasta,reference=self)
7. Mesclar todas as sequéncias

cat *_clean.unique.fasta > samples.fasta
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8. Agrupar as sequéncias para ter OTUs usando fMLC (0.95,0.97;m=1000),
output como clusters97.txt

9. Obter sequéncias representativas e resumo de OTUs
/home/Python/Danielle/./getOTURepresentatives.py clusters97.txt samples.fasta 1

clusters97_1.fasta otus97_1.table

Visualizar as amostras com fMLC
10. Converta os arquivos para .fasta e os arquivos validados com as mesmas
propriedades no cabecgalho:

/home/Python/Danielle/addemptypropertiestosequenceheader.py
allvalidatedI TSWithTaxa.fasta 8 3 allvalidatedITSWithTaxa_with_emptylocation.fasta

/home/Python/Danielle/addemptypropertiestosequenceheader.py
Working/samples.fasta 2 6 Working/samples_withemptytaxa.fasta

cat allvalidatedITSWithTaxa_with_emptylocation.fasta
Working/samples_withemptytaxa.fasta > samples_with|TS.fasta

11. Baixe as sequéncias do banco de dados UNITE, limpe o cabegalho do
UNITE para o BLAST:

/data/Danielle/scripts/cleansequenceheader.py UNITE_public_01.12.2017.fasta 2
UNITE_public_01.12.2017_clean.fasta

12. Baixe as sequéncias GB do banco de dados do CBS, projectiD
PRJNA351778:

/home/Python/fungibarcoding/extractGBFastaFile.py
/home/Data/FungiBarcoding/Gbsubmission/sequence.fasta

13. Indexe as sequéncias para Blast mais rapido:

/data2/Danielle/scripts/indexingthesequences.py allvalidatedl TS _removespaces.fasta
allvalidatedITS_indexed.fasta

/data2/Danielle/scripts/indexingthesequences.py
UNITE_public_01.12.2017_clean.fasta
UNITE_public_01.12.2017_clean_indexed.fasta

/home/duong/Data/Danielle/scripts//indexingthesequences.py clusters97 1.fasta
clusters97_1_indexed.fasta

14. Compare cada arquivo fasta ao dataset validado/referéncia do UNITE:
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/data2/Danielle/scripts/identifyusingsemi-indexes.py clusters97_1_indexed.fasta
/data2/Danielle/data/references/UNITE/UNITE_public_01.12.2017_clean_indexed.fas
ta clusters97_1.blastresult

/data2/Danielle/scripts/addBlastResultToOTUs.py otus97_1.table
clusters97_1.blastresult
/data2/Danielle/data/references/UNITE/UNITE_public_01.12.2017_indexed.fasta
otus97_1_withtaxa.table

select only the OTUs with 90% similar to UNITE:
/data2/Danielle/scripts/addBlastResultToOTUs.py otus97_1.table
clusters97_1.blastresult
/data2/Danielle/data/references/UNITE/UNITE_public_01.12.2017_indexed.fasta
otus97_1_ withtaxa_90.table 0.9

14. FunGuild

submit the otus97_ 1 withtaxa_ 90.table file to

funguild.org to get back the functionality file

15. Otus_based analysis

Open /home/Data/Danielle/scripts/script.R

16. Instalar o programa R e o pacote vegan para as analises estatisticas.
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