UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA
VEGETAL E BIOPROCESSOS

ATIVIDADE FOTOPROTETORA DE ACTINOBACTERIAS PIGMENTADAS
DA PENINSULA ANTARTICA

BEATRIZ VIVIAN PAREDES CONTRERAS

RIO DE JANEIRO
2023



BEATRIZ VIVIAN PAREDES CONTRERAS

ATIVIDADE FOTOPROTETORA DE ACTINOBACTERIAS PIGMENTADAS
DA PENINSULA ANTARTICA

Dissertagdo submetida ao Programa de Pos-
graduacdo em Biotecnologia Vegetal e
Bioprocessos da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ), como parte dos requisitos
necessarios a obtengdo do titulo de Mestre em

Biotecnologia Vegetal e Bioprocessos.

Orientador

ALEXANDRE SOARES ROSADO

Co-orientadora

ALANE BEATRIZ VERMELHO

RIO DE JANEIRO
2023

2



Ficha catalografica

CIP - Catalogagao na Publicagéo

PAREDES CONTRERAS, BEATRIZ VIVIAN
P227a ATIVIDADE FOTOPROTETORA DE ACTINOBACTERIAS
PIGMENTADAS DA PENINSULA ANTARTICA / BEATRIZ VIVIAN
PAREDES CONTRERAS. -- Rio de Janeiro, 2023.
148 f£.

Orientador: Alexandre Rosado.

Coorientadora: Alane Beatriz Vermelho.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Decania do Centro de Ciéncias da
Saude, Programa de Pés-Graduacdo em Biotecnologia
Vegetal, 2023.

1. Antartica . 2. actinobactérias. 3.
carotenoides. 4. radiac¢do UV. 5. resisténcia. I.
Rosado, Alexandre, orient. II. Vermelho, Alane
Beatriz , coorient. III. Titulo.

Elaborado pelo Sistema de Geragdo Automatica da UFRJ com os dados fornecidos
pelo(a) autor(a), sob a responsabilidade de Miguel Romeu Amorim Neto - CRB-7/6283.




AGRADECIMENTOS

Aos meus irmdos Carlitos, Alejandra, aos meus pais Marcelina e Carlos, que sempre
acreditaram em mim, me deram apoio e estdo sempre me dando dnimos para continuar com
cada etapa do meu desenvolvimento.

Ao meu orientador, Alexandre Rosado, € minha co-orientadora, Alane Beatriz Vermelho,
pela confianga e facilidade de trabalhar numa 6tima equipe, pela compreensdo e os
conhecimentos brindados.

Aos meus amigos de laboratorio do LEMM e do BIOINOVAR que me ajudaram e se
preocuparam por mim, ¢ aos laboratorios de Radiagdes em Biologia (Instituto de Biofisica,
UFRIJ), Laboratério de Microbiologia e Avaliagdo Genotoxica, Laboratério de
Biotecnologia e Ecologia Microbiana (LABEM, IMBG, UFRJ), Centro de Espectrometria
de Massas de Biomoléculas (CEMBIO, Instituto de Biofisica, UFRJ) por permitirem usar
0s equipamentos para realizar algumas analises nas suas instalagdes.

A Jania Schultz, Caren Vilela, Livia Marques Casanova, Verdnica da Silva Cardoso,
Claudia Lage, Janine Cardoso, Eikon Alves, grandes cientistas que me auxiliaram muito
em varias etapas dos experimentos.

A Maria, Fluvio, Laene, Sulamita, Camila, Frank, Bernard, Bright, Eikon, Athayde, Edir,
Daniele, Carol pelo apoio incondicional e as trocas.

Aos meus amigos de graduag@o Cindy, Naty, Antonio e a minha orientadora de graduagdo
Débora que mesmo assim pela distancia ainda matem a comunica¢do comigo.

A minha amiga de casa Isabella, e as minhas amigas peruanas no Brasil Cynthia e Vanessa
pela paciéncia, compreensao e preocupagdo de cada dia.

As minhas tias Silvia, Marisol, Felicitas, Mari Chalco, meus tios Rubén, Vidal, meus avos
paternos Alejandro e Aleja, e demais familiares que me ajudaram nos momentos dificeis,
e pelos seus gestos de preocupacio e carinho na jornada longe de casa.

Ao Programa Antartico Brasileiro (PROANTAR), por promover pesquisa na Antartica.

A Universidade Federal do Rio de Janeiro ¢ ao Programa de Pos-Graduagio em
Biotecnologia Vegetal e Bioprocessos (PBV) pelo acolhimento, atengdo e apoio.

E por fim, a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal do Ensino Superior (CAPES)
pelo apoio financeiro concedido que ajudou na estadia no pais estrangeiro.

Gratidao



RESUMO

A Antartica apresenta condicdes hostis, entre elas, a alta incidéncia de radiagdo ultravioleta
(UV). Para habitar esse ambiente desafiador, os microrganismos apresentam estratégias
para resistir a radiagdo UV, como por exemplo, a produgdo de carotenoides. O presente
trabalho avaliou o potencial de actinobactérias de solos da Peninsula Antartica para a
produgdo de altas concentrag¢des de carotenoides, assim como a influéncia dos carotenoides
na resisténcia a UV-B e UV-C. Primeiramente, os isolados foram reativados da Colecdo
de microrganismos antarticos do LEMM-UFRIJ e submetidos a bioprospecgao por meio de
extragdo dos pigmentos com DMSO e quantificagdo por espectrofotometria. Os extratos
brutos com maior quantidade de carotenoides totais foram sometidos a analises por HPLC-
DAD e HPLC-DAD-MS/MS. Os isolados com alta producdo de carotenoides foram
identificados taxonomicamente pelo gene RNAr 16S. Apds disso, determinou-se em qual
fase de crescimento houve maior producdo de carotenoides. Nos experimentos de
irradiacdo com influéncia de irradiacdo UV-B e UV-C, foram feitos testes qualitativos e as
estirpes com maior resisténcia foram submetidas a analise do genoma completo.
Adicionalmente, foram feitos testes quantitativos com influéncia de irradiagcdo UV-B e
UV-C para determinar as curvas de sobrevivéncia das bactérias nas fases logaritmica e
estacionaria. Posteriormente, determinou-se a curva de sobrevivéncia em comparagdo com
o organismo modelo E.coli K12A15 na fase estacionaria. No total, de 21 actinobactérias
reativadas, somente 13 exibiram 6timo crescimento no meio LB a 25°C. Dessas, 5 bactérias
produziram elevadas concentracdes de carotenoides totais, sendo 4 pertencentes ao género
Arthrobacter, produtoras de carotenoides C50 (decaprenoxantina ou sarcinaxantina), e
uma do género Rhodococcus. Das 5 bactérias, 4 apresentaram mais resisténcia no teste
qualitativo de irradiagdo UV, e no seu genoma foram identificados grupos de genes
biossintéticos pertencentes a rota metabdlica de carotenoides C50. No caso das curvas de
sobrevivéncia, a estirpe do género Arthrobacter (80) (provavel espécie nova) foi mais
resistente a UV-B na fase estacionaria inicial (maior producao de carotenoides totais), € na
irradiagdo UV-C a maior producdo de carotenoides totais ndo pareceu influenciar na
resisténcia. Entretanto, o isolado mais resistente a UV-C foi a estirpe do género
Rhodococcus (122) (provavel espécie nova). Devido aos resultados, conclui-se que os
carotenoides C50 e demais compostos minoritarios do extrato do Arthrobacter (80) podem
ter influenciado na resisténcia a UV-B, ndo tendo efeito na irradiacdo UV-C, e sendo
interessante para uso em futuros testes como componente de formulagdes fotoprotetoras.

Palavras-chave: Antartica, actinobactérias, carotenoides, radiacdo UV, resisténcia.
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ABSTRACT

Antarctic presents harsh environmental conditions, among them, incidence of ultraviolet
radiation (UV). In order inhabit this challenging environment, microorganisms present
different strategies to resist UV radiation, for example production of carotenoids. The
present work evaluated the potential of actinobacteria isolated from Antarctic Peninsula
soils to produce high concentrations of carotenoids, as well as the influence of carotenoids
in the resistance to UV-B and UV-C. First of all, the isolates were reactivated of the
Antarctic Microorganisms Collection from LEMM-UFRJ and submitted to bioprospection
by extraction of pigments with DMSO and quantification by spectrophotometry. The crude
extracts with the highest carotenoid quantification were submitted to HPLC-DAD and
HPLC-DAD-MS/MS analyses. Isolates with high carotenoid production were identified
taxonomically by the 16S rRNA gene. After that, it was determined in which growth phase
there was greater production of carotenoids. In the irradiation experiments under the
influence of UV-B and UV-C radiation, qualitative tests were performed and the strains
with high resistance were submitted to whole-genome analysis. Additionally, quantitative
tests were performed to determine survival curves in the logarithmic and stationary phases.
Subsequently, it was determined the survival curve in comparison with the model
organism E.coli K12A15 in the stationary phase. In total, from 21 actinobacteria
reactivated, only 13 exhibited excellent growth in LB medium at 25°C. Of these, 5 bacteria
produced high concentrations of total carotenoids, 4 belonging to the genus Arthrobacter,
producers of carotenoids C50 (decaprenoxanthin or sarcinaxanthin), and 1 bacteria of the
genus Rhodococcus. Of the 5 selected bacteria, 4 showed good resistance in the qualitative
test under UV radiation, and in their genome biosynthetic cluster genes belonging to the
C50 carotenoid metabolic pathway were identified. In the case of survival curves, a strain
of the genus Arthrobacter (80) (probable new species) was more resistant to UV-B in the
initial stationary phase (higher production of total carotenoids), and under UV-C radiation
the higher production of total carotenoids did not seem to influence in the resistance.
However, the most resistant isolate to UV-C was the strain of genus Rhodococcus (122)
(probable new species). Due to the results, it is concluded that the carotenoids C50 and
other minority compounds of the extract of Arthrobacter (80) may have influenced the
resistance to UV-B, not having any effect under UV-C, and being interesting for use in
future tests as compound in photoprotectors.

Keywords: Antarctic, actinobacteria, carotenoids, UV radiation, resistance.
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PROANTAR Programa Antartico Brasileiro

PROTEINAS DPS Proteinas de ligacdo a DNA em caréncia nutricional (DNA
binding proteins from starved cell)

Q-TOF Analisador tipo quadrupolo com tempo de voo

O Oxigénio

R Radical livre

RecA Proteina de reparo por recombinagdo homoéloga A

R-Care Adutos de carotenoide

RDP Projeto do Banco de Dados Ribossomico

(Ribosomal Database Project)

RNA Acido ribonucléico (Ribonucleic acid)

RNAr RNA ribossémico (Ribosomal RNA)

RPM Rotagdes por minuto

SOS Sistema de reparo de DNA bacteriano sujeito a erros
(Sistema SOS)

SOD Superoxido dismutases (SOD).

SP Fotoproduto de esporos (Spore photoproduct)

TBE Tampao Tris-borato-EDTA

Tr Tempo de retengdo (Retention time)

tRNA RNA de transferéncia (7Transfer RNA)

UFC Unidade Formadora de Colonia

UFRJ Universidade Federal do Rio de Janeiro

Mm Micrometro

Mm Micromolar

UmuD’>C-RecA-ATP DNA Mut polimerase V ativada (UmuD’>C-RecA-ATP)

ne Microlitro

uv Ultravioleta

UV-A Radiagdo Ultravioleta A

UV-B Radiac¢do Ultravioleta B

UV-C Radiac¢do Ultravioleta C

UVDE Endonuclease UVDE (UV damage endonuclease)
UVI indice Radiagdo Ultravioleta (UV Radiation Index)
UVR Radiacdo Ultravioleta

UV/VIS Ultravioleta-visivel
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1. INTRODUCAO

Aproximadamente mais de 70% da biosfera terrestre estd exposta a baixas
temperaturas, abrangendo o Artico, a Antartica, as montanhas altas e o oceano profundo
(MARGESIN; MITEVA, 2011; HAMID et al., 2022). Ainda que sejam considerados
ecossistemas inospitos por serem congelados, esses ambientes apresentam alta diversidade
microbiana, pois esses microrganismos desenvolveram mecanismos adaptativos para
sobreviver nesses ambientes hostis (DE MAAYER et al., 2014; HAMID et al., 2022);
sendo bactérias, arqueias, leveduras, protistas, virus e microalgas que prevalecem
(MARGESIN; COLLINS, 2019; HAMID et al., 2022).

A Antartica apresenta condi¢cdes ambientais extremas, como nutrientes organicos
limitados, baixas temperaturas, baixa umidade, ciclos frequentes de congelamento-
descongelamento e de umidade-seco, radiag@o ultravioleta (UV) flutuante e fortes ventos
(WYNN-WILLIAMS, 1990a; COWAN; TOW, 2004; LAMBRECHTS et al., 2019).
Devido a pressdo dessas condigdes adversas, os microrganismos habitantes da Antartica,
ao longo da sua evolucdo, desenvolveram uma variedade de adaptacdes e hoje ocupam os
mais diversos nichos ambientais (PECK et al., 2006; DOYTCHINOV; DIMOV, 2022).
Assim, as comunidades microbianas da Antartica podem se dividir de acordo com o nicho
que ocupam, podendo-se citar solos e rochas, aguas interiores e glaciais, lagoas de agua de
degelo, agua subglacial, 4gua marinha, esteiras microbianas e sedimentos, buracos de
crioconita, gelo glacial (permafrost), neve, e também comunidades de microrganismos
transportados pelo ar (DOYTCHINOV; DIMOV, 2022) (Figura 1). No geral, dentro das
comunidades microbianas antarticas existe uma grande diversidade de microrganismos e a
maioria dos representantes bacterianos pertencem aos filos Pseudomonadota, Bacteroidota,
Actinomycetota, Bacillota e Deinococcus-Thermus (WILMOTTE et al., 2010; PEETERS
et al., 2012; LO GIUDICE; AZZARO, 2019), sendo o filo Actinomycetota um dos mais
abundantes nos solos da Peninsula Antartica (YERGEAU et al., 2007a).
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Figura 2: Nichos ecoldgicos ocupados pelas diferentes comunidades microbianas na Antértica. 1—Solo e
comunidades rochosas; 2—Comunidades de dguas interiores e glaciais; 3—Comunidades de lagoas de agua de
degelo; 4—Comunidades de agua subglacial; 5—Comunidades de dgua marinha; 6— Comunidade de esteiras
microbianas e sedimentos; 7—Buraco de crioconita, gelo glacial e comunidades de neve; 8—Microrganismos
transportados pelo ar. Fonte: adaptagdo de DOYTCHINOV; DIMOV, 2022.

Sobre a radiagdo UV, a Antartica apresenta variagdes na incidéncia que sdo
influenciadas principalmente por alteragdes na camada total de ozonio (NEALE et al.,
2021). Em geral, a radiacdo UV pode se tornar desafiante para os microrganismos,
entretanto, diversos grupos apresentam estratégias para superar esse fator limitante. Uma
das estratégias desenvolvida por microrganismos como arqueias, bactérias e fungos para
sobreviver a radiacdo UV ¢ a producdo de carotenoides (Figura 2) que podem oferecer
fotoprotecao (WYNN-WILLIAMS, 1990b; COCKELL; KNOWLAND, 1999;
FRIGAARD et al., 2004; EDWARDS et al., 2006; MOLINE et al., 2009, 2010; PEZZONI
et al., 2011; COPPOLA et al., 2023). Esses pigmentos possuem a capacidade de proteger
proteinas, lipidios e moléculas de DNA dos danos oxidativos causados pela radiacdo UV

(STAHL et al., 1998; ZHANG; OMAYE, 2000; JOHRA et al., 2020).

B-caroteno

Figura 3: Estrutura de carotenoide formada por cadeias de hidrocarbonetos de polieno com ligagdes simples e
duplas alternadas.

O continente Antartico ¢ fonte de bactérias com capacidade de produzir pigmentos
carotenoides (VILA et al., 2019; SILVA et al., 2021). Entre elas, bactérias do filo
Actinomycetota, como os pertencentes aos géneros Arthrobacter, Microbacterium, e
Dermacoccus mostraram habilidade de produzir carotenoides que conferiram resisténcia a

irradiagdo UV (DIESER et al., 2010; REIS-MANSUR et al., 2019; SILVA et al., 2019a),
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assim como provavelmente os carotenoides das bactérias pigmentadas Kocuria sp.,
Gordonia sp., e Salinibacterium sp. conferiram a alta resisténcia a radiagdo UV. Assim, os
carotenoides podem ser essenciais para a sobrevivéncia das bactérias frente a alta radiagdo
UV na Antartica (COPPOLA et al., 2023).

Os pigmentos naturais vém ganhando o interesse por parte da industria uma vez
que apresentam diversas vantagens quando comparado aos pigmentos sintéticos (SAJJAD
et al., 2020). Os pigmentos microbianos exibem menor toxicidade, sdo amigaveis ao meio
ambiente (CHADNI et al., 2017; SAJJAD et al., 2020), assim como possuem uma melhor
solubilidade, estabilidade e facilidade na obtencdo a partir do cultivo microbiano
(NARSING et al., 2017; SAJJAD et al., 2020). Nesse sentido, além de outras aplicagoes,
os carotenoides microbianos sdo importantes na industria cosmética devido a sua atividade
fotoprotetora, tendo aplicacdo industrial, como por exemplo a sarcinaxantina, descrita
como componente de filtro solar em uma patente (GOKSOYR, 2010, 2013), e outros com
potencial de serem utilizados em formulacdes cosméticas para a protecdo da pele (REIS-
MANSUR et al., 2019; MENDES-SILVA et al., 2021; KIKI, 2023).

Uma ferramenta que pode ser ttil na bioprospeccao de pigmentos carotenoides ¢ a
analise gendmica que permite procurar genes que estdo envolvidos em sua biossintese de
pigmentos para confirmar os que ja foram produzidos ou demostrar a capacidade de
sintetizar outros pigmentos ndo expressos (BALTZ, 2017; VARASTEH et al., 2021).
Assim, a mineragdo gendmica ¢ um enfoque muito interessante, pois o sequenciamento e
analise genética auxiliam na triagem de metabolitos naturais em genomas microbianos com
potencial de aplicag@o biotecnoldgica (XU et al., 2023).

Muitos dos microrganismos que habitam a Antartica ainda ndo foram isolados em
condicdes laboratoriais e taxonomicamente identificados, mas possuem grande potencial
para producao de pigmentos (DOYTCHINOV; DIMOV, 2022). Em vista disso, o presente
estudo se foca na bioprospeccao de pigmentos carotenoides com papel fotoprotetor frente
aradiagdo UV a partir de bactérias do filo Actinomycetota cultivadas de solos da Peninsula

Antartica para futura aplicagdo biotecnologica.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Antartica e condi¢oes ambientais
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A Antartica possui 90% do gelo do planeta Terra e apenas aproximadamente entre
0,3-0,4% da area do continente gelado ¢ livre de gelo (CONVEY et al., 2008; UGOLINI;
BOCKHEIM, 2008; SHORT et al., 2022). As areas livres de gelo da Antartica podem ser
divididas em cinco regides (Figura 3), que abrangem a Peninsula Antartica, o Oeste
Antartico, a Terra da Vitoria, o Leste Antartico ¢ as Montanhas Transantarticas (BOTTOS
et al,, 2014). A Peninsula Antartica tem temperatura média anual de 0 a -12 °C e
precipitagdo média anual de 200-1000 mm; o Oeste Antartico, de temperatura média anual
aproximada de -12 °C até -30 °C; a Terra de Vitoria apresenta temperatura e precipitacdo
variaveis com representatividade dos Vales Secos de McMurdo que possui uma
temperatura média anual de -20 até -35 °C e precipitacdo de menos de 10 a 100 mm, o
Cabo Hallet com uma temperatura média anual de -15,3 °C, e o Monte Erebus com solos
geotérmicos de temperaturas que diminuem de 65 a 3 °C. Além disso, o Leste Antartico
tem faixa climatica similar a Peninsula Antartica e possui influéncia do mar; e as
Montanhas Transantarticas apresentam temperatura média anual de -40 °C (BOCKHEIM,
1990; DAHE et al., 1994; BARRETT et al., 2006; BOCKHEIM; MCLEOD, 2008; SOO
et al., 2009; ABAKUMOYV, 2010; BALKS et al., 2013; BOTTOS et al., 2014). Em suma,
a umidade do ar e a precipitagdo dependem da proximidade ao oceano Antartico

(CAMPBELL; CLARIDGE,1987; DOYTCHINOV; DIMOV, 2022).
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Figura 4: Regides das areas livres de gelo da Antartica. Fonte: adaptagdo de BOTTOS et al., 2014.
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Em geral, a Antartica apresenta variacdes na incidéncia de radiacdo UV que sdo
influenciadas principalmente por mudancas na camada total de ozénio (NEALE et al.,
2021). De acordo com medi¢des recentes para verificar tendencias de radiacdo UV no
continente Antartico e avaliar o sucesso do Protocolo Montreal, no verao houve reducao
do Indice de Radiagio UV (UVI); enquanto na primavera, quando o buraco do ozénio foi
mais pronunciado, ndo houve diminuig¢ao significativa do UVI e sim variabilidade em trés
lugares: South Pole, Arrival Heights e Estacdo Palmer (BERNHARD; STIERLE, 2020).
Assim, a Antartica pode receber altas intensidades de radiacdo UV devido ao buraco da
camada de ozonio frequente no final da primavera, por exemplo indices de UV atingiram
picos de 7,5 perto da Estagdo McMurdo (1998), 14,8 na Estacdo Palmer (Ilha
Anvers,1998), e 14,3 na Ilha do Rei George (2020) (BERNHARD et al., 2005, 2006;
CORDERO et al., 2022). Adicionalmente, a diminui¢do da camada do ozo6nio levou ao
aumento da propor¢do do UV-B que alcanga a superficie terrestre (DAY; NEALE, 2002;
BERNHARD et al., 2022; CORDERO et al., 2022), e no futuro se espera que a radiagdo
UV-C aumente pela reducdo da camada de o0zdénio devido a contaminagdo atmosférica

(SOFO et al., 2014).

2.2. Microbiologia de solos da Antartica

Para sobreviver, microrganismos de ecossistemas terrestres da Antartica precisam
resistir as condi¢des extremas muito frias (até -60°C), secas (1-10% de umidade), baixa
disponibilidade de nutrientes e forte radiacio UV (MARGESIN; MITEVA, 2011;
STYCZYNSKI et al., 2020). Assim, contrariamente ao que se imaginava devido as
condi¢des extremas, os ecossistemas antarticos exibem alta diversidade de microrganismos
(NIEDERBERGER et al., 2008; DOYTCHINOV; DIMOV, 2022). Aqueles
microrganismos sdo denominados extremofilos devido a que apresentam crescimento
otimo em condicdes extremas como radiacdo, temperatura, e sdo adaptados em nivel
molecular e estrutural para poder sobreviver a essas condi¢des (IRWIN; BAIRD, 2004;
PEREZ-LLANO et al.,, 2020). Sendo que psicrofilos (toleram/necessitam de baixas
temperaturas para seu desenvolvimento 6timo) e radiorresistentes (adaptados a altas
radiagoes UV) sdo encontrados na Antartica (MUSILOVA et al., 2015; BENDIA et al.,
2018b; COPPOLA et al., 2023; DE LEMOS et al., 2023).

As areas sem gelo da Antartica compreendem hébitats ricos em nutrientes do

litoral até solos oligotroficos das montanhas e desertos, € a concentragdo de sal depende da
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proximidade ao oceano (CAMPBELL; CLARIDGE, 1987; BOTTOS et al., 2014;
DOYTCHINOV; DIMOV, 2022). Nos solos livre de gelo, as areas com vegetacao incluem
plantas nativas Colobanthus quitensis e Deschampsia antarctica que estdo mais presentes
na Peninsula Antartica e nas ilhas subantarticas circundantes (SMITH, 1994; BARGAGLI,
2008; CORSOLINI; ADEMOLLO, 2022); e também musgos e liquens apresentam grande
distribuicdo (POBLET et al.,, 1997; BARGAGLI et al., 1999; HONG et al., 1999;
NAYAKA; RAI, 2022). No caso de microrganismos presentes nos solos Antarticos,
fototroficos como cianobactérias e algas sdo comummente reportados (VINCENT, 2000;
VAN GOETHEM; COWAN, 2019; CAMARA et al., 2021), e heterotroficos como
invertebrados, protozoarios, fungos, arqueias e bactérias estdo presentes (HOGG et al.,
2006; BARGAGLI, 2020; DOYTCHINOV; DIMOV, 2022).

A vegetacdo dos solos antarticos pode contribuir com o aumento da matéria
organica, umidade, nitrogénio e carbono no solo. Adicionalmente, locais de nidificagdo
das aves podem enriquecer o solo com matéria organica, contribuindo com cascas de ovos,
guano, penas, etc. Sendo importante os nutrientes dos solos para os microrganismos, mas
também a cobertura vegetal pode protegé-los do frio e produzir moléculas que cooperam
com o estabelecimento e desenvolvimento deles em condi¢bes adversas, modulando sua
diversidade (HARRIS; TIBBLES, 1997; YERGEAU et al., 2007b; TEIXEIRA et al., 2013;
SCHULTZ; ROSADO, 2019; ABAKUMOV et al., 2021)

Em geral, a diversidade bacteriana dos solos das diferentes regides da Antartica
varia em abundancia relativa dos filos, mas os frequentemente encontrados sao
Actinomycetota, Pseudomonadota, Bacteroidota, Acidobacteria, Gemmatimonadetes,
Deinococcus-Thermus, Cyanobacteria, e Bacillota, dependendo do microambiente do local
e localizagdo geografica (GANZERT et al., 2011; LEE et al., 2012; PEARCE et al., 2012;
YERGEAU et al., 2012; BOTTOS et al., 2014; WANG et al., 2015; PUDASAINI et al.,
2017; PREKRASNA et al., 2022). Além disso, fatores edaficos como condutividade,
temperatura, metais pesados, pH, nitrogénio, carbono, 4gua, e outros, também podem ter
impacto significativo na composi¢do da comunidade microbiana do solo antartico.
(CHONG et al., 2012; VAN HORN et al., 2013; VAN HORN et al., 2014; KIM et al.,
2015; BENDIA et al., 2018a).

2.2.1. Biodiversidade bacteriana do solo da Antartica maritima
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A zona maritima da Antartica tem forte influéncia do oceano Antartico e inclui
varias localizagOes, entre elas a costa oeste da Peninsula Antartica e as ilhas Shetland do
Sul, Orkney do Sul, Sandwich do Sul, Bouvetaya e Peter loya. O clima da zona tem
caracteristica de frio imido (desde mais de 0°C no verao até menos de -12°C no inverno),
com maior quantidade de precipitacdo no verdo (350-500 mm por ano) ¢ ndo possui
temporada de neve por até vinte semanas por ano (OVSTEDAL; SMITH, 2001). Nas Ilhas
Shetland do Sul, nos tltimos anos se registrou temperatura média anual aproximada de -
1,7°C (Ilha do Rei George), e na Peninsula, ha alto teor de umidade, ja que a taxa de
precipitagdo excede a taxa de evaporagdo, favorecendo as condi¢des de crescimento
microbiano (CAMPBELL; CLARIDGE, 1987; PLENZLER et al., 2019). Em geral, na
Peninsula Antartica ha muitos nutrientes nos solos (BALKS et al., 2013; BOTTOS et al.,
2014) e os filos Acidobacteria, Actinomycetota, Bacteroidota, Pseudomonadota, e
Verrucomicrobia foram reportados como os mais abundantes (YERGEAU et al., 2007a;
BOTTOS et al., 2014).

De solos com vegetagdo, pode-se encontrar plantas nativas vasculares como
Deschampsia antarctica e Colobanthus quitensis (XIONG; DAY, 2001; CORSOLINI;
ADEMOLLO, 2022) que possuem alta diversidade microbiana na rizosfera. Segundo os
estudos de (TEIXEIRA et al.,, 2010, 2013), os filos bacterianos Actinomycetota,
Pseudomonadota e Bacillota foram os predominantes na rizosfera dessas plantas da Ilha do
Rei George (Ilhas Shetland do Sul), porém no estudo de ZNOJ et al., (2022), realizados
com a rizosfera das mesmas plantas nativas da Ilha Rei George, houve maior abundéancia
de Pseudomonadota, Actinomycetota e Bacteroidota. Também, macroéfitas, como musgos
e liquens, estdo presentes na Peninsula Antartica (CASANOVAS et al., 2013; DYKYY;
BEDERNICHEK, 2022; SO et al., 2023) e suas identidades podem ser associadas a
abundancia microbiana do solo (BENAVENT-GONZALEZ etal.,2018; IVANOVA et al.,
2021). No caso de solos com presenca de musgos, o filo Bacteroidota foi mais abundante
naquele tipo de solos do que nos solos sem vegetagdo (Ilha Livingston) (GANZERT et al.,
2011). Assim, ao longo dos anos, houve mais reportes de diversidade bacteriana de solos
com vegetacao (Tabela 1).

No caso de solos ornitogénicos, em amostras de solos impactados por aves da Ilha
Livingston e Rei George, houve maior dominadncia dos filos Pseudomonadota,
Actinomycetota e Bacteroidota (RAMIREZ-FERNANDEZ et al., 2021). Adicionalmente,
na Ilha do Rei George, o solo ornitogénico teve abundancia de Bacillota, o solo antigo

ornitogénico com abundancia de Bacteroidota e Pseudomonadotas, € no solo mineral
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houve abundéancia de Pseudomonadota, Actinomycetota e Acidobacteria (KIM et al.,
2012). Na Ilha de Seymour, o solo ornitogénico teve dominancia bacteriana dos filos
Actinomycetota, Pseudomonadota, Bacillota e Bacteroidota, sendo as bactérias do filo
Actinomycetota com mais concentracdo na camada superficial (0-8 cm) do solo em
comparagdo com a camada do médio (20-22 cm) e inferior (35-40 cm) (RAMPELOTTO

etal., 2015). Adicionalmente, houve varios reportes de diversas areas de solos da Antartica

maritima (Tabela 1).

Tabela 1: Diversidade bacteriana de solos com vegetagdo da Antartica maritima.

PREDOMINANCIA DOS
FONTE DE .
FILOS DE SOLOS COM LOCAL REFERENCIA
~ AMOSTRA
VEGETACAO
Rizosfera de
Proteobactéria, Bacteroidota, ) PREKRASNA et
Ilhas Galindez e Anvers Deschampsia
Actinobactéria al., 2022
antarctica
Rizosfera de
PREKRASNA et
Actinobactéria Ihas Galindez e Anvers Colobanthus
al., 2022
quitensis
Solo rizosférico
Actinomycetota, Chlorofexi, de SILVA et al.,
Bahia do Almirantado
Pseudomonadota Deschampsia 2020
antarctica
] Estagdo Antartica Polaca Solo rizosférico ZNOJ et al.,
Pseudomonadota ¢ Bacteroidota
Henryk Arctowski, de Poa annua 2021
) YERGEAU et
Actinomycetota Ilhas Falkland Vegetacao
al., 2009
Alphaproteobacteria, Solos afetados YERGEAU et
. . Fossil Bluff e Coal Nunatk
Bacteroidota, Bacillota pelas geadas al., 2009
Pseudomonadota, Acidobacteria,
Peninsula Barton Solo de tundra | KIM et al., 2020
Actinomycetota e Chloroflexi
Pseudomonadota
Bacteroidota, Acidobacteria,
Peninsula Barton Solo de tundra OHetal., 2019
Chloroflexi, Planctomycetes e
Actinomycetota
PREDOMINANCIA DOS
FONTE DE .
FILOS DE DEMAIS TIPOS LOCAL REFERENCIA
AMOSTRA
DE SOLOS
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Bacteroidota, Acidobacteria,

Pseudomonadota, ] Sedimentos e FOONG et al.,
) ) Ilha do Rei George
Actinomycetota, Bacillota, solos 2010
Gemmatimonadetes
Bacteroidota, Acidobacteria,
) o GANZERT et al.,
Pseudomonadota, Bacillota, Ilha Livingston Solo 011
Actinomycetota
Bacteroidota, Acidobacteria,
Pseudomonadota, ROESCH et al.,
Peninsula Keller Solo
Betaproteobacteria, 2012
Actinomycetota
] ) ] ] Ambientes sem | TEIXEIRA etal.,
Bacillota e Acidobacteria Ilha do Rei George
vegetacao 2013
) Solos SCHULTZ et al,,
Bacillota Ilha Decepgao )
geotermais 2022
Solos de
Pseudomonadota, Bacteroidota, e ] BENDIA et al.,
ITha Decepcao geleiras e
Planctomycetes 2018a
fumarolas
Solo de tapete
microbiano (em
Pseudomonadota, Deinococcus- LEZCANO et al.,
] Ilha Decepgao amostras com
Thermus, Cyanobacteria 2019
temperatura
quente)
Solo de tapete
microbiano (em
LEZCANO et al.,
Cyanobacteria Ilha Decepgédo amostras com 2019
temperatura
fria)
Pseudomonadota, )
) Peninsula Fildes Solo HAN etal., 2019
Actinomycetota
Actinomycetota,
Peninsulas Barton e Weaver Solo KIM et al., 2019
Pseudomonadota
Acidobacteria, Bacteroidota,
Gemmatimonadetes, Solo sem DENNIS et al.,
Ilha Signy e Alexander
Pseudomonadota, vegetacdo 2019
Actinomycetota, Cyanobacteria
Pseudomonadota, Bacteroidota, ] REGO et al.,
) ) ) Solos da Peninsula Fildes Solo
Acidobacteria, Actinomycetota 2020
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Actinomycetota, Rocha e solo do GARRIDO-
Geleira Huld da Ilha
Pseudomonadota campo BENAVENT et
Livingston
dianteiro al., 2020
Pseudomonadota, ] WASCHULIN et
) Oasis Marte Solo
Actinomycetota al., 2022
Pseudomonadota, ALCANTARA-
Tapetes ,
Planctomycetes, Bacteroidota Peninsula Fildes HERNANDEZ et
microbianos
Actinomycetota al., 2021
Pseudomonadota, Bacteroidota, BENDIA et al.,
Bahia do Almirantado Solo
Actinomycetota, Acidobacteria 2021
Pseudomonadota, Glaciar Ecologico, ITha do Sol KRAUZE et al.,
olo
Actinomycetota Rei George 2021
Kitezh Lake da Peninsula
Pseudomonadota, Actinomycetota Solo Lletal., 2022b

Fildes

2.2.2. Actinobactérias do solo da Antartica maritima

Mesmo, a biodiversidade obtida seja mais significativa e diferente com o emprego

de métodos independentes de cultivo em comparagao de métodos dependentes, as duas

abordagens sdo utilizadas nos estudos da biodiversidade microbiologica ambiental

(TYTGAT et al., 2014; LIU et al., 2022). Assim, estudos microbiologicos dependentes e

independentes de cultivo do solo da Antartica Maritima revelaram a presenca de

microrganismos do filo Actinomycetota, sendo um dos filos mais abundantes nos solos da

Peninsula Antartica (YERGEAU et al., 2007a) (Tabela 2).

Tabela 2: Diversidade bacteriana de Actinomycetota obtidos de métodos dependentes e independentes de
cultivo de diversos solos da Antartica maritima.

GENEROS (METODOS
DEPENDENTES E FONTE DE .
LOCAL REFERENCIAS
INDENPENDENTES DE AMOSTRA
CULTIVO)
Streptomyces,
promy Rizosfera de solo
Micromonospora, TISTECHOK et al.,
Ilha Galindez de Deschampsia
Umezawaea, Kribbella, 2021
antarctica
Micrococcus
TOMOVA et al.,
Micromonospora, Ilha Greenwich Solo 2015;
Micrococcus, Kocuria, CHU et al., 2017
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Dermacoccus,
Brachybacterium,
Brevibacterium,
Rhodococcus,

Microbacterium, Rothia,

Streptomyces
REIS-MANSUR et al.,
Microbacterium Ilha do Rei George Solo
2019
Streptomyces Baia Fildes Solo SILVA et al., 2019b
Arthrobacter Ilha Decepgédo Solo TOMOVA et al., 2015
LEE et al., 2018;
VILA etal., 2019;
Arthrobacter Ilha Rei George Solo
SANTA-CRUZ et al.,
2021
Arthrobacter Ilhas Shetland do Sul Solo LIU etal., 2021
Arthrobacter Peninsula Fildes Solo CONG et al., 2020
Arthrobacter Peninsula Fildes Solo XIAO et al., 2007

Actinoplanes, Arthrobacter,
Kribbella, Mycobacterium,
Nocardia, Pilimelia,
Pseudarthrobacter,
Rhodococcus,
Streptacidiphilus,

Streptomyces,Tsukamurella

Baia do Almirantado

Solo rizosférico de
Deschamspia

antartica

SILVA et al., 2020

Streptomyces, ) .
Solo rizoférico de
Micromonospora, ) TISTECHOK et al.,
Ilha Galindez Deschampsia
Umezawaea, Kribbella, 2021
antarctica
Micrococcus
Pseudarthrobacter, ) Solos com KOMPLIKEVYCH et
Ilha Gallindez e Booth
Paenarthrobacter vegetagao al., 2023
Brevibacterium, Gordonia,
Micromonospora,
Arthrobacter, Demetria,
Rhodococcus, Janibacter,
I1ha Barrientos Solo LEE et al., 2012
Leifsonia, Dermacoccus,
Kocuria, Lapillicoccus,
Microbacterium,
Nocardioides
) ] DE BARROS et al,,
Micobacteria Bahia do Almirantado Solo

2022
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Rhodococcus Ilha Rei George Solo de tundra PARK etal., 2021
GENEROS (METODOS FONTE DE
INDEPENDENTES DE LOCAL AMOSTRA- REFERENCIAS
CULTIVO) METODO
Pseudonocardia,
Solos-
Rhodococcus, )
Iha Alexander Sequenciamento PEARCE et al., 2012
Friedmanniella,
454
Rubrobacter, Arthrobacter
Solos de diferentes
Gaiella Regido Fildes (Ilha do tipos-
) ) WANG etal., 2015
Rhodococcus Rei George) Sequenciamento
454
Solos-
Peninsulas Barton e )
Gaiella Sequenciamento KIM et al., 2019
Weaver
454
Rizosfera de Poa
Costa ocidental da Ilha annua- ,
Microbactetiaceae . . ZNOlJ et al., 2021
Bay (Ilha Rei George Sequenciamento
[lumina
Tundra-
Peninsula Barton e no ) NEWSHAM et al.,
Arthrobacter Sequenciamento
Oasis Marte ) 2019; KIM et al., 2020
IMlumina
Solo rico em
Streptomyces, matéria orgénica-
Peninsula Barton OH etal., 2019
Streptosporangium, Sequenciamento
Pac Bio
Streptopmyces,
Pseudonocardia,
Solos-
Acidimicrobia ]
Sequenciamento WASCHULIN et al.,

({llumatobacter, Microthrix),

Oasis Marte

- Oxford Nanopore e 2020
Thermoleophilia
[llumina
(Solirubrobacter,
Patulibacter),
Actinobacterium,

Actinomyces, Streptomyces,
Leifsonia, Frankineae,
Rhodococcus,

Mycobacterium

Ilha Barrientos

Solos-Eletroforese
em gel gradiente
desnaturante

(DGGE) por PCR.

LEARN-HAN et al.,
2012
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2.3. Radiacao UV

2.3.1. Radiacdo ultravioleta

A maioria da energia radiante emitida pelo sol é composta por comprimentos de
onda Ultravioleta (UV) (~5%), infravermelho (~52%) e visivel (~43%) (JIANG et al.,
2021). A radiagdao UV da luz solar esta dividida em UV-A (comprimento de onda de 315-
400nm), UV-B (280-315nm) e UV-C (100-280nm) (WILMOUTH et al., 2018; RANA;
CAMPBELL, 2021).

A radiagdo UV-A produz danos aos lipidios, proteinas e DNA por processo
oxidativo, aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (interacao
indireta com as moléculas). Aquele estresse oxidativo pode danificar irreversivelmente as
proteinas que sdo importantes nas fungdes celulares, como respiragdo, transcricdo e
traducdo; além de gerar instabilidade gendmica e morte celular pela quebra de fitas, e
lesdes de base e aglicar, e nas ligagcdes cruzadas de DNA-proteina (CHAMBERLAIN;
MOSS, 1987; HU; TAPPEL, 1992; DIZDAROGLU et al., 2002; BOSSHARD et al.,
2010a; GIRARD et al., 2011; NEGRE-SALVAYRE; SALVAYRE, 2022).

As radiagdes UV-B e UV-C geram danos pela interacdo direta com o DNA, como
dimeros de pirimidina ciclobutano (CPD) e fotoprodutos (6,4) -pirimidina-pirimidona, que
bloqueiam a transcri¢do do RNA e a duplicacdo do DNA (PFEIFER, 1997; WIDEL et al.,
2014; PALMA et al., 2022). Mas, dependendo do comprimento de onda da faixa UV-B,
seus efeitos sdo similares aos do UV-A (indiretos por processo oxidativo). Assim, UV-C e
comprimentos de onda mais curtos do UV-B caracterizam-se pela indugdo de danos de
forma direta ao DNA, enquanto os comprimentos de onda mais longos do UV-B e UV-A
podem causar danos oxidativos (QIU et al., 2005). Assim, a acdo do UV-B nas células
ocorre de forma hibrida, ou seja, envolve danos do tipo UV-C (diretos) e UV-A (indiretos)
(PALMA et al., 2022; TAN et al., 2023).

Pelo visto a radiagdo UV tem potencial letal nos seres vivos, mas o 0zonio (O3)
presente na estratosfera absorve a maior fragdo de radiacdo ultravioleta emitida pelo sol,
sendo que a UV-C ¢ totalmente absorvida, enquanto uma pequena fragdo do UV-B (5-
10%) e maior porcentagem do UV-A (90-95%) chegam a superficie da Terra (Figura 4).
Assim, 0 0zonio oferece protegdo aos seres vivos contra a radiacdo UV. Entretanto, devido
as emissoes de halons ¢ clorofluorcarbonetos (CFCs) na atmosfera, houve aumento de

cloro e bromo na estratosfera, que participam na destrui¢ao da camada de ozonio. Por isso,
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acordos internacionais como o Protocolo de Montreal foram implementados para proteger
a camada do ozonio, e deter a producdo de CFCs e outras substancias que danificam ao
ozonio. Entretanto, a recuperagdo total do Os estratosférico ainda vai levar décadas
(FARMAN et al., 1985; MATSUMI; KAWASAKI, 2003; WMO, 2014; WILMOUTH et
al., 2018; BERNHARD et al., 2023) mas por enquanto, a determinacdo do indice de
radiagdo UV (UV]) ajuda a prever os niveis de radia¢do na escala de 1-11+, fornecendo
prognostico diario do risco esperado da sobre-exposi¢do ao sol e ajudando para que a

populacdo tenha comportamentos apropriados de protegdo solar (EPA, 2022).

Camada de
0zonio

ISR |

TERRA

Figura 5: Radiagdo ultravioleta absorvida pela camada de 0zonio. Maior e menor fragdo de UV-A e UV-B,
respectivamente, que alcangam a Terra. Fonte: adaptagdo de WILMOUTH et al., 2018.

2.3.2. Efeitos da radiacdo ultravioleta nas bactérias

Microrganismos tém sido alvo de estudos em relagdo ao efeito da radiacdo UV,
uma vez que apresentam sensibilidade mensuravel e imediata, logo apds a incidéncia da
luz UV (CASTENHOLZ, 2004; MINH TRAN et al., 2022). Em um estudo de
radiorresisténcia, avaliaram-se os efeitos dos diferentes comprimentos de onda da radiagdo
UV (UV-A, UV-B e UV-C) sobre bactérias como: Acinetobacter sp., Bacillus sp.,

Brevibacterium sp., Micrococcus sp., Paracoccus sp., Pseudomonas sp., Psycrobacter sp.,
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Sphyngomonas sp., e Staphylococcus sp. (SANTOS et al., 2013). Observou-se que a
sobrevivéncia, atividade biologica, geracdo de ERO (espécies reativas de oxigénio), e
oxidagao de proteinas e lipidios foram menores em bactérias irradiadas pelo UV-C e mais
altas nas irradiadas pelo UV-A; porém, quebras de fita dupla resultante da interagdo direta
do UV com o DNA foi maior pelo UV-C, sendo os efeitos do UV-B no nivel intermediario
entre os efeitos do UV-A e do UV-C (SANTOS et al.,, 2013). Mas no geral, so radiagdo
UV-C ¢ classificada como germicida (KING et al., 2011; CHOURABI et al., 2017;
SOUSA et al., 2023).

Na inativagdo bacteriana pela luz solar, diferentes mecanismos de dano podem se
apresentar conjuntamente. Por um lado, um dos mecanismos endogenos ¢ a fotoinativagio
direta que pode ser causada pelo UV-B e modifica a estrutura quimica de cromoéforos como
acidos nucleicos e proteinas pela absor¢ao de um foton; resultando em que o cromoéforo
troca de estrutura quimica. Por outro lado, a fotoinativagdo indireta ocorre por meio da
exposicdo a UV-A e também a UV-B, via producdo de intermediarios reativos (PPRI)
como ERO [(oxigénio singlete ('O2), radical superdxido (O2-), peroxido de hidrogénio
(H202) e radical hidroxila (‘OH)]. Assim, cromoéforos endogenos como riboflavina,
porfirinas, clorofilas e outras absorvem um féton, de forma que é promovido a um estado
de singlete excitado e retorna a situagdo inicial, ou passa para um estado triplete excitado
e agem como oxidantes ou sensibilizadores para produzir PPRI, além disso existem
fotosensibilizadores extracelulares (matéria organica) que ajudam na geragdo de ERO
(BLOUGH; ZEPP, 1995; EDGE et al., 1997; KLAN; WIRZ, 2009; VIONE et al., 2014;
NELSON etal., 2018; NEALE et al., 2023a). Sendo que, por exemplo, o oxigénio singlete
pode ser gerado por transferéncia de energia de um cromoforo em estado triplete excitado
ao oxigénio (EDGE et al., 1997).

Em resumo, as possiveis vias do dano enddgeno de bactérias causado pela luz
solar sdo (Figura 5) (THOMAS; FAVRE, 1975; MACKAY et al., 1976; JAGGER, 1985;
HOERTER et al., 1996; FRIDOVICH, 1998; IMLAY, 2003; IMLAY, 2009; BOSSHARD
etal., 2010b; FISHER; NELSON, 2014; CASTRO-ALFEREZ et al., 2017; PROBST-RUD
etal., 2017; NELSON et al., 2018):

A. Dano direto a proteinas e DNA gerado pelo UV-B.

B. Produgdo de ERO pelos cromoforos endogenos.

C. Incremento da geracdo de ERO pelos danos a cadeia transportadora de

elétrons, aumentando produgdo do radical superoxido.

D. Fotolise direta das enzimas como catalase que eliminam ERO.
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E. Liberagao do Fe do sideroforo enterobactina.

F. Actmulo de equivalentes de redugdo, apos a cadeia respiratoria ser danificada,
ajuda no aumento da taxa de reducdo de Fe (III) para Fe (II). Acelerando assim
danos pela reacdo de Fenton que abrange a producdo de radical hidroxila
(‘OH) através do H2Os e Fe (+2), e tem a caracteristica de ser um radical muito
reativo porque reage com biomoléculas como acidos nucleicos e proteinas nos
sitios ricos em elétrons e causa lesdes.

G. Dano a cadeia de transporte de elétrons, ha menos energia para o processo de

reparo de DNA e proteinas.
H. Dano direto aos RNA de transferéncia (tRNA) causado pelo UV-A.
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Figura 6: Dano causado pela luz solar (A-H); e respostas para minimizar as lesoes (I, II, III). Fonte: adaptagio de

NELSON et al., 2018.

2.3.3. Mecanismos de resisténcia bacteriana a radiagcdo UV
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A luz UV é um fator ameacador desde o inicio da vida na Terra, devido aos
possiveis prejuizos aos seres vivos. Entretanto, bactérias possuem um arsenal metabolico
como estratégia para reparar danos causados pela radiagdo UV e para remover ERO
(MARKILLIE et al., 1999; GOOSEN; MOOLENAAR, 2008; NELSON et al., 2018).
Alguns estudos mostraram correlacdo entre a alta radiagdo solar no ambiente e a incidéncia
de bactérias resistentes a luz UV, porém, tal correlagdo ndo foi observada em outros
reportes (ARRIETA et al., 2000; FERNANDEZ-ZENOFF et al., 2006; GLADKA et al.,
2021). Mesmo assim varios microrganismos radiorresistentes foram isolados de habitats
naturais diversos, indicando sua alta resisténcia a luz UV (MATALLANA-SURGET et al.,
2012; GLADKA et al., 2021).

Em geral, os processos de defesa utilizados pelas bactérias para resistir ao estresse
oxidativo abrangem superdxido dismutases (SOD), peroxidases e catalases para diminuir
as quantidades de ERO (superdxidos, peroxido de hidrogénio) (I), niveis de Fe intracelular
controlados por proteinas DPS (Proteinas de ligagdo a DNA de células em caréncia
nutricional) e ferritinas (II), e mecanismos de reparo do DNA e proteinas (III) (NELSON
et al., 2018) (Figura 5). Algumas dessas respostas sdo reguladas pelo sistema de proteinas
OxyR, que aumenta a produgdo de catalase e alquil hidroperoxidase, e a captura do Fe
pelas DPS, assim como o sistema SoxRS que eleva os niveis de superéxido dismutases
(NELSON et al., 2018).

Entre outros mecanismos, no estudo de protedmica de Rhodobacter sp., sugeriu-
se que os osmolitos também eliminam espécies reativas de oxigénio devido a alta produgao
de proteinas que sintetizam e transportam glicina-betaina e inositol em condi¢des de
radiagio UV-B natural em comparagio com UV-B artificial (PEREZ et al., 2017).
Ademais, no estudo protedmico da resposta de Sphingopyxis alaskensis a radiacdo solar,
observou-se respostas de adaptagdo como detoxificagcdo de glioxal e ERO, sequestro do
ferro para minimizar o dano oxidativo, proteinas de unido ao DNA que minimizam o dano
a ele, chaperonas para o redobramento das proteinas; e alteracdes nos processos
translacionais e transcricionais, ¢ mudangas no metabolismo do nitrogénio
(MATALLANA-SURGET et al., 2009). Adicionalmente, a producdo deficiente de LPS de
alguns isolados gram-negativos aumenta a sensibilidade ao oxigénio singlete exdgeno
(DAHL et al., 1987), a acumulagdo do poli-hidroxibutirato (PHB) em Pseudomonas
extremausttralis revelou ter um papel fundamental na resisténcia ao UV-A (TRIBELLI et
al., 2020), triacilglicerdis foram descritos como importantes na resisténcia a luz UV-B

(BEQUER et al., 2013) e foi reportada a existéncia de outro tipo de polihidroxialcanoato
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(PHBHHx composto de 3-hidroxibutirato e 3-hidroxihexanoato) envolvido na

sobrevivéncia ao UV-C que forneceu tolerdncia ao estresse oxidativo (ZHAO et al., 2007).

2.3.3.1. Mecanismos de reparo do DNA

No reparo do DNA danificado pela radiacdo UV ha participagdo de fotoliases pela
fotorreativagio (RAMIREZ-GAMBOA et al., 2022), aquelas dos tipos CPD e (6,4) PP
sdo ativadas pela luz na regido proxima a luz UV/ azul para liberar a ligagdo covalente dos
dimeros de pirimidina [lesdes CPD e fotoprodutos (6,4)], ¢ a SP liase monomeriza a lesao
do DNA (5-timinil-5,6-dihidrotimina) causada nos esporos. De forma interessante, as
fotoliases encontram-se ausentes em varias espécies que estdo em lugares sem luz e em
outras bactérias endossimbioticas (FAJARDO-CAVAZOS et al., 1993; SANCAR, 2000;
GOOSEN; MOOLENAAR, 2008).

Também, a enzima UV-endonuclease (UVDE) reconhece as lesdoes CPD e
fotoprodutos (6,4) e as corta na regido 5° (BOWMAN et al., 1994; TAKAO et al., 1996,
GOOSEN; MOOLENAAR, 2008). Outro mecanismo ¢ o reparo por excisdo de bases
(BER) que ¢ iniciado por uma DNA glicosilase que remove a base danificada, eliminando
a ligacdo glicosil entre a base e a desoxirribose e ¢ funcional no escuro. Apds a remogao
da base, o sitio abasico ¢ processado por uma AP endonuclease que gera uma incisdo na
cadeia fosfodiéster e a desoxirribose ¢ removida. Essa lacuna de uma base faltante ¢
preenchida por uma DNA polimerase de reparo e o novo nucleotideo incorporado ¢ ligado
a cadeia por uma DNA ligase (BOWMAN et al., 1994; TAKAO et al., 1996; GOOSEN;
MOOLENAAR, 2008).

Adicionalmente, as bactérias contam com um sistema de reparo de danos gerais
no DNA, o mecanismo de Reparo por Excisdo de Nucleotideos (NER). Suas proteinas
UvrA, UvrB, UvrC, UvrD eliminam trechos curtos de DNA que contém o dano. O sistema
pode atuar independentemente de luz em bactérias e esporos (PETTIJOHN;
HANAWALT, 1964; VAN HOUTEN et al., 2005; GOOSEN, MOOLENAR, 2008). Por
ultimo, o sistema SOS em Escherichia coli, que precisa da ativagdo da proteina RecA, pode
ser utilizado como ultima opc¢do para as bactérias se manterem vivas em condigcdes
extremas de UV; desviando as lesdes, aumentando as mutagdes pela duplicacdo do DNA
mediada pela DNA Mut polimerase V ativada (UmuD’,C-RecA-ATP), e sendo genes
umuCD parte do sistema SOS (WALKER, 1984; SMITH; WALKER, 1998; BUTALA et
al., 2008; JIANG et al., 2009; PODLESEK; ZGUR BERTOK, 2020).
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Entre outros mecanismos de reparo de DNA, o sistema de reparo de erros de
emparelhamento (MMR) se ativa no momento que o dano do DNA ¢ causado por mutagéo
por erro na replicagdo, sendo importantes os genes MutL, MutS e MutH e a presenca de
helicase, exoexonucleases VII, SSB, Dpolll e Lig. Além disso, a recombinacdo homdloga
¢ o sistema comum para a manutengdo ¢ reparagdo do DNA, sendo RecFOR e¢ RecBCD
as vias principais vias, além de RecA que também forma parte do sistema (ARANDA et

al., 2011; PAUDEL et al., 2023).
2.3.3.2. Pigmentos fotoprotetores

Outra estratégia de microrganismos para a resisténcia aos efeitos da luz UV sdo
os pigmentos. Entre eles estdo os carotenoides que podem oferecem protecao contra danos
foto-oxidativos (ARMSTRONG, 1997; SILVA et al., 2019a; COPPOLA et al., 2023),
entretanto ha outros pigmentos bacterianos como violaceinas, ficoeritrinas, indigoinas e
quinonas que possuem potencial antioxidante (KONZEN et al., 2006; PATEL et al., 2007,
2018; CUDE et al., 2012; CARRENO-LOPEZ et al., 2019). Também, prodigiosinas
(BORIC et al., 2011; CEDIEL et al., 2022), melaninas (RUAN et al., 2004; SEELAM et
al., 2021) e scitoneminas (DILLON; CASTENHOLZ, 1999; GAO et al., 2021), biopterina
e ficocianobilina (MATSUNAGA et al., 1993; HAMED, 2016; NOWRUZI et al., 2020)
possuem propriedade fotoprotetora. Pigmentos microbianos podem oferecer fotoprotecdo
(KIKI, 2023), de maneira que foi postulado que a maioria dos pigmentos evoluiu como um

mecanismo para combater as ERO do ambiente (LIU; NIZET, 2009).

2.3.4. Bactérias radiorresistentes

E de conhecimento que a radiagdo UV pode ter efeito negativo sobre a atividade
dos microrganismos (BALLARE et al.,, 2011; MINH TRAN et al., 2022), porém ha
microrganismos radiorresistentes que possuem alta resisténcia a luz UV (HORNECK et
al., 2012) como Deinococcus radiodurans (CHEN et al., 2023) e Bacillus subtilis
(CORTESAO et al., 2019).

Bactérias do género Bacillus possuem mecanismos que evitam o dano do DNA e
reparam o dano causado nos esporos (NICHOLSON et al., 2005; CORTESAO et al.,
2019). Adicionalmente, a espécie Deinococcus radiodurans é conhecida por suportar altas
doses de irradiagio UV-C como até 1000 J/m? sem ter perda de viabilidade (KRISKO;
RADMAN, 2010; FARCI et al., 2016; CHEN et al., 2023). Em geral, Deinococcus
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radiodurans possui mecanismo eficiente de reparo de DNA, enzimas como catalases,
superoxido dismutases e peroxidases e proteinas Dps que protegem ao DNA do dano
oxidativo. Sua radiorresisténcia também esta baseada na prote¢do do dano oxidativo das
proteinas devido a acumulagéo intracelular do Mn, que estd majoritariamente em pequenos
complexos com peptideos e ortofosfato que ajudam a eliminar ERO. Adicionalmente, seu
pigmento carotenoide deinoxantina oferece um forte efeito antioxidante. Esse carotenoide
junto com a proteina principal da camada S DR 2577 forma um complexo que exibe
propriedades espectrais que contribuem para a resisténcia a radiacdo UV (DALY et al.,
2007, 2010; SLADE; RADMAN, 2011; FARCI et al., 2018). Além dos mecanismos de
reparo do DNA ¢ o sistema de defesa antioxidante de alta eficiéncia, as caracteristicas da
radiorresisténcia de Deinococcus também sdo devidas a alguns aspectos como a parede
celular, composicao do genoma (dois cromossomos circulares e dois plasmideos), lipideos
polares e fatores Unicos de regulacdo global (LIU et al.,, 2023). Adicionalmente,
Hymenobacter sp. e Geodermatophilus sp. foram reportadas com perfil de sobrevivéncia
mais alto sob UV-C do que Deinococcus radiodurans, os quais tiveram a capacidade de

acumular uma alta relagdo Mn/Fe (PAULINO-LIMA et al., 2016).

2.4. Fotoproteciao na industria: potencial de aplicacio biotecnoldogica

As exposigdes cronicas repetidas a radiagdo solar s@o a principal causa de tumores
cutaneos benignos e malignos, incluindo melanoma maligno na pele humana (ICHIHASHI
et al., 2003; NEALE et al., 2023b), também a exposi¢do ao sol pode causar pigmentacao,
fotoenvelhecimento ¢ imunossupressdo (SCHWARZ, 2005; TRAN et al., 2008; BATTIE
et al., 2014; CHEN et al., 2021; SALMINEN et al., 2022). A radiagdo UV-A pode causar
mutagénese em c¢lulas eucarioticas e fotoenvelhecimento. No entanto os raios UV-B sdo
os principais responsaveis pelo cancer de pele e queimaduras (RAI et al., 2022; SAGE et
al., 2012; SARKAR; GADDAMEEDH]I, 2018).

Frente aos danos da radiacdo solar, uma alternativa € o uso diario de protetores
solares para prevenir o fotoenvelhecimento e o desenvolvimento do cancer de pele
(ICHIHASHI et al., 2003; REIS-MANSUR et al., 2023a) mas ¢ importante procurar
ingredientes de protetores solares que diminuam o risco de toxicidade e perigo ambiental
(CASAS-BELTRAN et al., 2020; LOZANO et al., 2020; FIVENSON et al., 2021; PATKI
et al., 2021). Além disso, os produtos sintéticos de fotoprotetores podem causar efeitos

colaterais adversos, como acne, coceira, ardor, vermelhiddo da pele, etc., também a
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fotodegradacao das substancias sintéticas pode originar produtos com potencial toxico
(BUTT; CHRISTENSEN, 2000; MOSLEY et al., 2007; GINZBURG et al., 2021;
SHARMA; SHARMA, 2023). Por esse motivo, se tem crescente conscientizacdo e
demanda de protetores solares naturais (GOSWAMI et al., 2013; MOROCHO-JACOME
et al., 2021), e o interesse por procurar componentes naturais que sejam resistentes ao UV
e amigéaveis com o meio ambiente para uso em cosméticos (DING et al., 2022). Além disso,
bloqueadores solares de origem sintética absorvem luz UV e ndo protegem totalmente a
pele devido a geracdo de ERO pela radiacio UV-A, sendo necessario adicionar
antioxidantes nos protetores solares para minimizar os danos da luz UV na pele (FREITAS
et al., 2015; JESUS et al., 2023). Também, se tem interesse no desenvolvimento de novos
protetores solares com amplos espectros de absor¢do de UV-A, UV-B e UV-C para ter o
beneficio de prevenir o dano do DNA direto e indireto (SUOZZI et al., 2020).

Para o uso em formulagdes fotoprotetoras, se considera fundamental avaliar
algumas propriedades como a estabilidade, fototoxicidade e citotocixidade para determinar
se os ingredientes tem uso seguro como aditivos em formulacdes de protetores solares e
demais cosméticos, sendo que a fototoxicidade ¢é caracteristica de determinadas
substancias que podem aumentar ou induzir algum efeito toxico na exposi¢do a luz solar;
e a citotoxicidade, de compostos que causam efeito toxico em células (ONOUE et al.,
2013; CHIARI et al., 2014; REIS-MANSUR et al., 2019; REIS-MANSUR et al., 2023b).
Também, ¢ relevante considerar o uso de produtos fotoprotetores com FPS (fator de
protecdo solar) maior de 15 porque sdo considerados de amplo espectro e podem proteger
contra radiacdo UV-A e UV-B, reduzindo assim o risco de envelhecimento precoce e
cancer de pele (FDA, 2022), sendo importante considerar que o calculo do fator (FPS)
involucra o aparecimento do eritema na pele que é consequente da exposigdo a radiagdo
UV-B (ANVISA, 2002).

Na industria pode-se procurar aumentar o FPS de formulacdes fotoprotetoras com
produtos naturais que possuem atividade antioxidante e fotoprotetora como o 6leo de café
verde, 6leo de buriti, pigmentos, ¢ também diminuir a concentragdo de compostos
sintéticos das formulagdes ou substitui-los (CHIARI et al., 2014; HEIDER et al., 2014a;
MANSUR et al., 2020). Assim, se tem interesse por utilizar produtos naturais como
potenciais compostos em formulagdes fotoprotetoras (MOROCHO-JACOME et al., 2021),
entre algumas alternativas encontra-se reportes de propolis (GREGORIS et al., 2011;
VALVERDE et al., 2023), extratos de plantas (VELASCO et al., 2008; LI et al., 2022a),
extrato de cha verde (ELMETS et al., 2001; PUTRI; SAILAH, 2022), isoflavonas (LIN et
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al., 2008; MAHARINI, 2019), aminoacidos semelhantes a micosporina (DE LA COBA et
al., 2019; ROSIC et al., 2023), scitoneminas (FUENTES-TRISTAN et al., 2019;
SHEIBANI MADRAHI; NAEIMPOOR, 2023), ectoina (SAJJAD et al., 2018; DUTEIL et
al., 2022), compostos fendlicos (BEDOUX et al., 2014; MARTINEZ-INDA et al., 2023),
esferoforina, panarina (RUSSO et al., 2008), melanina (SOLANO, 2020; SEELAM et al.,
2021), violaceina, prodigiosina (CEDIEL et al., 2022; SURYAWANSHI et al., 2015),
biopterina, ficocianobilina , ficoeritrobilina (HAMED, 2016; MATSUNAGA et al., 1993;
NOWRUZI et al., 2020) e ficobiliproteina (CHANDRA et al., 2017; ASHKENAZI et al.,
2022), polifenois (NICHOLS; KATIYAR, 2010; WANG et al., 2022a), fucoxantina (HEO;
JEON, 2009; TAVARES et al., 2020).

Outra alternativa natural de fotoprotecdo, inclui os carotenoides produzidos por
microrganismos. Esses pigmentos microbianos foram estudados pela sua atividade
antioxidante e fotoprotetora, e potencial de aplicagdo como componentes de formulagdes
fotoprotetoras (SAMYUKTHA; MAHAJAN, 2016; REIS-MANSUR et al.,, 2019;
MANSUR et al., 2020; KUSMITA et al., 2021; MENDES-SILVA et al., 2021). Assim,
carotenoides de microrganismos sdo atrativos para aplicar em formulagdes de protetores
solares ndo so pelas propriedades antioxidantes, mas também pela solubilidade e
estabilidade em emulsdes de Oleo, sendo interessante isolar carotenoides com Otimas
propriedades, tendo em conta que sdo atrativos por terem aplicagdes patenteaveis
(GOKSOYR, 2010, 2013; NETZER et al., 2010; JOHNSEN, 2014; TIAN, 2022). Entre
alguns dos carotenoides bacterianos testados para potencial uso como compostos de
formulacdes fotoprotetoras compreendem extrato de carotenoides com existéncia de
neurosporeno, o-caroteno, equinonona, cantaxantina e astaxantina da bactéria
Microbacterium sp. (REIS-MANSUR et al., 2019), provavel caroteno extraido de
Brevibacterium sp. (PATKI et al., 2021), sarcinaxantina patenteada como composto de
formulacdes fotoprotetoras (GOKS@YR, 2010, 2013), diadinoxantina, diatoxantina,
fuoxantina como composto de protetores (JOHNSEN, 2014), e uso de formulacdo de
origem vegetal que contém carotenoide e outros compostos em fotoprotetor solar para

aplicacdo (TIAN, 2022).

2.5. Pigmentos carotenoides

2.5.1. Estrutura dos carotenoides
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Os pigmentos carotenoides s3o moléculas hidrofobicas relacionadas a
membranas, ou unidas ndo covalentemente a algumas proteinas, produzidas por bactérias
fotossintéticas e algumas espécies nao fotossintéticas. Também s3o biossintetizados por
fungos, algas e plantas e pertencem a subfamilia dos terpenoides (ARMSTRONG, 1997;
HEIDER et al., 2014b; JOSHI et al., 2023). Ha relatos na literatura de mais de 1200
carotenoides naturais (YABUZAKI, 2017; FREITAS et al, 2021), e existem
principalmente na forma todo-frans, forma mais estdvel, mas existem pequenas
quantidades de isomeros cis (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA, 2004; MELENDEZ-
MARTINEZ et al., 2007; WANG et al., 2022b).

A estrutura dos carotenoides ¢ formada por cadeias de hidrocarbonetos de polieno,
que podem terminar em anéis com ou sem atomos adicionais de oxigénio (SAJJAD et al.,
2020). Essas cadeias contém ligacdes simples e duplas alternadas (LIU; NIZET, 2009;
ZIA-UL-HAQ, 2021). Os carotenoides podem ser divididos em carotenos (so
hidrocarbonetos), como por exemplo toruleno, licopeno, alfa até epsilon caroteno; e
xantofilas (possuem oxigénio) tais como luteina, zeaxantina, torularodina, neoxantina,
violaxantina, alfa e beta criptoxantina, astaxantina que podem possuir grupos ceto, aldeido,
epoxi, hidroxila e/ou carboxila (BRITTON, 1995a; KOCHER; MULLER, 2011; SAJJAD
et al., 2020) (Figura 6). Além disso, os carotenoides podem ser aciclicos, monociclicos ou
biciclicos, de acordo a estrutura das extremidades da cadeia do hidrocarboneto, com
diferentes substitui¢des incluindo unidades de agucares e acidos graxos (ARMSTRONG,
1997; SANDMANN, 2019). Também, os carotenoides podem ser classificados de acordo
com o comprimento da cadeia de carbono: C30, C40 (maioria) e C50 (BOHN, 2019).

Os carotenoides sdo biossintetizados a partir do precursor comum isopentenil
pirofosfato (IPP) (C5) e seu isomero dimetilalil difosfato (DMAPP) (CUNNINGHAM;
GANTT, 1998; RODRIGUEZ-VILLALON et al., 2008; HEIDER et al., 2014a, 2014b;
MORELLI; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2022). Para formar os diferentes tipos de
carotenoides, a cadeia principal sofre reacdes quimicas como ciclizagdo, hidrogenacao,
migracdo de ligagdes, quebra ou ligagdo de cadeias de hidrocarbonetos e oxigenacdo ou
metilagdo (BRITTON, 1995a; MADHAVAN et al., 2022).

A cor dos carotenoides pode variar de amarela, laranja a vermelha, dependendo
do numero de liga¢des duplas conjugadas na cadeia do hidrocarboneto e com aumento na
intensidade da cor de amarelo para vermelho ao aumentar o nimero de ligagdes conjugadas
(ARMSTRONG, 1997; AL-BABILI; BOUWMEESTER, 2015; SHILPA et al., 2020).

Também, o numero de ligacdes duplas conjugadas no cromoforo influéncia nos picos
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maximos de absor¢do (A max) dos carotenoides, sendo que a maioria destes pigmentos
absorve a luz na faixa de 400-600 nm (DAVIES, 1976; BRITTON, 1995b; ECHAVARRI-
ERASUN; JOHNSON, 2002; PERRETT et al.,, 2020). No entanto carotenoides sdo
sensiveis a isomerizagdo, oxidagdo, acidos, bases alcalinas, luz e calor; assim para purifica-
los ¢ necessario ter cuidados por ser compostos delicados com susceptibilidade a
degradacdo (BHOSALE et al., 2003; KIRTT et al., 2014; XIAO et al., 2018; LU et al.,
2020; MAGHSOUDI et al., 2022).

OH
W YIS
HO
Luteina B-caroteno
OH
HCgH, o S - /J\/\/k/\/k/\/k/\wx\(
HO CH, H, CH3H3CCH3
Zeaxantina Licopeno

(a) (b)

Figura 7: Estrutura dos carotenoides xantofilas (a) e carotenos (b). Fonte: adaptagdo de (VALDUGA et al., 2009;
MENDES-SILVA et al., 2020).

2.5.2. Funcoes dos carotenoides

Os carotenoides que formam parte de fotossistemas sdo denominados primarios e
0s que ndo pertencem a tais sistemas sdo denominados secundarios (MULDERS et al.,
2014, 2015; CEZARE-GOMES et al., 2019; LIAQAT et al., 2023). Em geral, as principais
funcdes dos carotenoides estdo relacionadas a absorcao de luz, transferéncia de energia e
protegdo contra foto-oxidagdo em sistemas fotossintéticos, mas também esta envolvida na
formag@o de vitamina A e supressdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em sistemas
ndo fotossintéticos, atuando como antioxidantes (HORTON et al., 1999; HASHIMOTO et
al., 2016; SANDMANN, 2022; LIAQAT et al., 2023). No caso de sistemas fotossintéticos,
os carotenoides podem captar a energia da luz e passa-la para a clorofila, também podendo
ajudar na regulacdo de energia quando ha captacdo de luz fotossintética em excesso,
suprimindo o estado triplo de energia da clorofila e assim evitando a formagao de oxigénio
singlete. Assim, carotenoides também podem desativar cromoéforos que estdo

eletronicamente excitados e participam da geracdo de radicais e oxigénio (ERO)
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(SIEFERMANN-HARMS, 1987; TRUSCOTT, 1990; HOLT et al., 2005; DAVINELLI et
al. 2018; LIAQAT et al., 2023).

2.5.2.1. Carotenoides como antioxidantes

Carotenoides sdo inibidores de reagdes de radicais livres e podem oferecer
protecdo contra danos foto-oxidativos (KRINSKY, 1979; ARMSTRONG, 1997; SILVA
et al., 2019a; COPPOLA et al., 2023). Os mecanismos gerais de como os carotenoides
(Crt) suprimem os radicais livres (R) compreendem transferéncia de elétrons entre o radical
livre e o carotenoide, formando anion radical de carotenoide Crte~ ou cation radical de
carotenoide Crte"; formac¢do de adutos R-Crte pela adi¢do do radical a cadeia de polieno
do carotenoide; transferéncia de hidrogénio que leva a formagdo de um radical neutro do
carotenoide (Figura 7) (BRITTON, 1995a; LIEBLER; MCCLURE, 1996; MORTENSEN;
SKIBSTED, 1996; EDGE et al., 1997; WOODALL et al., 1997; JOSHI et al., 2023). Em
geral, os carotenoides protegem contra o dano oxidativo ao DNA, proteinas e lipidios das
membranas (STAHL et al., 1998; ZHANG; OMAYE, 2000; SHEIKH et al., 2023),
suprimindo os fotossensibilizadores excitados (cromo6foros) e oxigénio singlete, bem como

eliminando radicais (SANDMANN, 2019).
R+Crt — R*+Crt” or R+Crt — R™+ Crt*
R+ Crt . RCrt

R+ Crt . RH + Crt
Figura 8: Mecanismos de supressdo dos radicais livres por carotenoides. Fonte: adaptagao de JOSHI et al., 2023.

E importante levar em consideragio em conta sobre a concentracdo de
carotenoides, oxigénio e¢ a natureza do ambiente na avaliagdo das propriedades
antioxidantes destes metabolitos (EDGE et al., 1997). A supressdo de ERO pode aumentar
quanto o numero de ligagdes duplas conjugadas aumenta, mas também pode variar
conforme a presenca de grupos funcionais e a estrutura da cadeia, sendo que carotenoides
aciclicos podem ter mais efetividade na supressdo do que os carotenoides ciclicos, ¢ a
presenca de um anel de ciclopentano e grupos cetonicos conjugados pode conferir efeitos
maiores do que a presenca de grupos metoxi, epoxi e hidroxi (HIRAYAMA et al., 1994;
EDGE et al., 1997; KIM et al., 2016; EDGE; TRUSCOTT, 2018; SIZIYA et al., 2022).
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Adicionalmente, a eliminagdo de ERO aumenta de acordo a extensao da cadeia conjugada
e a sobreposicdo maxima dos orbitais moleculares conjugados de dupla ligagdo (MILLER
et al.,, 1996; ALBRECHT et al.,, 2000). Adicionalmente, segundo alguns estudos,
carotenoides monos e biciclicos com grupos cetdnicos em C-4/C-4' (Figura 8) e a estrutura
de polieno mais longa podem agir melhor na supressao de oxigénio singlete e eliminacao
de radicais. Ademais, outros fatores como a glicosilacdo de grupos hidroxila em uma
extremidade aciclica (SANDMANN, 2019), unidades polares de aclicar ou grupos
carboxilicos na extremidade da molécula, e a presenca de anel aromatico podem aumentar

a atividade do carotenoide (OSAWA et al., 2011; SANDMANN, 2019).

}

(o)
OH
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Figura 9: Exemplo de estrutura de carotenoide com grupos cetonicos em C-4/C-4'.

Entre os principais carotenoides conhecidos, -caroteno e licopeno sdo conhecidos
por serem o6timos supressores de oxigénio singlete. O mecanismo proposto para isso foi o
seguinte: o oxigénio singlete ('O2) passa energia ao pigmento, a ERO volta a seu estado
inicial (*02) e o carotenoide passa ao estado triplete mas volta ao estado inicial liberando
a energia. Assim, o carotenoide atua como um catalisador que desativa o ERO e ¢
antioxidante porque previne reacdes de oxidagdo (FOOTE, 1968; FOOTE; DENNY, 1968;
KRINSKY, 1979; EDGE et al., 1997; WENLI; YAPING, 2005; TAMURA; ISHIKITA,
2020; MUROTOMI et al., 2023). Dentre os relatos de carotenoides com atividade
antioxidante, licopeno e astaxantina tiveram mais efeito antioxidante do que B-caroteno
(DIMASCIO et al., 1989; TERAO, 1989; HERNANDEZ-ALMANZA et al., 2016; FANG
et al., 2019; YAMASHITA, 2021; JING et al., 2022); fucoxantina, luteina e zeaxantina
(carotenoides portadores de grupos hidroxila) mostraram-se potentes eliminadores de
ERO, com maior atividade que o B-caroteno (GRUSZECKI, 2009; RODRIGUES et al.,
2012; KOO et al., 2016; ZHANG et al., 2022). Também, a rodoxantina com 14 liga¢des
duplas conjugadas exibiu maior protec¢ao, seguida pela cantaxantina, astaxantina, licopeno

e B-caroteno (BEUTNER et al., 2001).
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Entre reportes de bactérias produtoras de carotenoides, observou-se mais
resisténcia de bactérias aerdbicas pigmentadas (amarelo, vermelho e laranja) ao peroxido
de hidrogénio em comparagdo com as sem cor e microaerofilas (ARRAGE et al., 1993).
Adicionalmente, as bactérias Sarcina lutea e Staphylococcus aureus com pigmentos
carotenoides foram resistentes ao dano do oxigénio singlete em comparacdo com as
mutantes sem pigmento (DAHL et al., 1989). Também, outras bactérias do género
Staphylococcus aureus e Lysobacter enzymogenes com pigmentos carotenoides tiveram
mais resisténcia ao dano por ERO em comparagdo com as mesmas cepas mutantes sem
pigmento (LIU et al., 2005; CLAUDITZ et al., 2006; WANG et al., 2013).

Sobre comparagoes de atividade antioxidante entre os varios tipos de
carotenoides, os carotenoides de bactérias fotossintéticas, espiriloxantina e rodopina,
foram reportados por apresentar maior eficacia como supressores de oxigé€nio singlete em
comparagdo com neurosporeno, esferoideno, esferoidenona e anidrorodovibrina
(HIRAYAMA et al., 1994). Mas no caso de bactérias heterotroficas, a deinoxantina,
produzida por Deinococcus radiodurans, teve mais fortes propriedades antioxidantes
contra oxigénio singlete e peroxido de hidrogénio do que licopeno (11 ligagdes duplas),
zeaxantina (11 ligacdes duplas), B-caroteno (11 ligagdes duplas) e luteina (10 ligacdes
duplas); sendo que o efeito da deinoxantina pode ser atribuido ao comprimento do sistema
conjugado de dupla ligacdo (12 ligagdes duplas) e a presenca de grupos funcionais como a
hidroxila (TIAN et al., 2007). Também, isorenierateno e dihidroxiisorenierateno (C40) de
Brevibacterium linens mostraram habilidade antioxidante maior do que o b-caroteno (C40)
(WAGENER et al., 2012); sarcinaxantina e seus glicosideos (C50) de Micrococcus
yunnanensis foram reportados por apresentar maior atividade de supressao de oxigénio
singlete do que o B-caroteno (C40) (OSAWA et al., 2010); a atividade antioxidante do
carotenoide saproxantina (C40) de bactérias da familia Flavobacteriaceae foi maior do que
a zeaxantina (C40) e o caroteno (C40)(SHINDO et al., 2007), ¢ entre outros carotenoides

de bactérias que foram reportados por ter atividade antioxidante (Tabela 3).

Tabela 3: Carotenoides bacterianos reportados com atividade antioxidante.

TIPO DE CAROTENOIDE MICRORGANISMO REFERENCIAS
Astaxantina Micrococcus lylae MIRZAIE et al., 2015
Sarcinaxantina Micrococcus yunnanensis GOKS@YR, 2010, 2013
Micrococcus luteus OSAWA etal., 2010
Deinoxantina Deinococcus radiodurans TIAN et al., 2007

[-criptoxantina

Kocuria marina

KUMAR et al., 2016

Xantomonadina

Xanthomonas oryzae pv. oryzae

RAJAGOPAL et al., 1997
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Zeaxantina e isomeros

Muricauda
Cellulophaga fucicola

PRABHU etal., 2013
SILVA etal., 2019¢

Decaprenoxantina e seus

A. psychrochitiniphilus

SILVA etal., 2019a

derivados
Bacterioruberina e derivados Arthrobacter agilis SILVA etal., 2019a
Artroxantina Arthrobacter sp YU et al., 2022

Isorenierateno e
dihidroxiisorenierateno

Brevibacterium linens

WAGENER et al., 2012

Extrato de carotenoide que
incluiu B-caroteno, zeaxantina e
isorenierateno

Rhodococcus aetherivorans

JIANG et al., 2023

4 ,4'-diapolycopene-4,4'- acido
dioico

Methylobacterium

OSAWA etal., 2015

Saproxantina e o mixol

Familia Flavobacteriaceae

SHINDO et al., 2007

Extrato de carotenoides com
bisanhydrobacterioruberina,
trisanhydrobacterioruberina e
tetrahydrospirilloxantina (C42)

Kocuria sp.

METWALLY et al., 2022

Rhodococcus ruber

Xantomonadina Lysobacter enzymogenes WANG et al., 2013
Neurosporeno Staphylococcus aureus LIU et al., 2005
Estafiloxantina Staphylococcus aureus CLAUDITZ et al., 2006

Cantaxantina Brady rht.zobzum SPP-, SEN et al., 2019
Lactobacillus pluvialis
B-caroteno Rhodococcus maris, CAPPELLETTI et al., 2020

Adicionalmente, ha relatos de que carotenoides de procariontes halofilicos
(C50),

bisanidrobacterioruberina, trisanidrobacterioruberina e seus derivados) apresentaram

Halococcus  morrhuae,  Halobacterium  salinarium  (bacterioruberina
maior capacidade antioxidante do que carotenoides sintetizados pelo microrganismo
termofilo Thermus filiformis (todo-trans-zeaxantina, zeaxantina (C40) monoglicosideo,
termozeaxantinas e termobiszeaxantinas), sendo que essa diferenca pode estar relacionada
a presenca estruturas aciclicas com maior nimero de ligagdes duplas conjugadas e presenca
de mais grupos hidroxila nos carotenoides (todo-#rans-bacterioruberina) dos halofilicos
(MANDELLI et al., 2012). Além disso, bacterioruberina (C50) e derivados de haloarqueias

tiveram atividade oxidante maior do que o b-caroteno (C40) (HOU; CUI, 2018).

2.5.2.2. Carotenoides como fotoprotetores da radiaciao UV

De reportes antigos, evidenciou-se a protecdo de carotenoides de bactérias
fotossintéticas contra a foto-oxidagdo de alvos celulares (SISTROM et al., 1956), ¢ a
fotoinativacdo de bactérias nao fotossintéticas foi prevenida gracas aos carotenoides
(MATHEWS; SISTROM, 1960). Assim, visando avaliar a capacidade fotoprotetora dos
carotenoides, andlises mostraram que bactérias heterotroficas pigmentadas com

carotenoides resistiram mais ao aumento da exposi¢ao a radiagao solar simulada do que as
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bactérias sem pigmento, apresentando uma gama de respostas que sugeriram que o0s
carotenoides funcionariam de formas diferentes e a protecao oferecida seria dependente da
localizag@o do pigmento na membrana, da sua concentracdo e da sua estrutura (DIESER;
et al., 2010). Também, enterococos pigmentados com carotenoides amarelos resistiram
mais ao dano da luz solar simulada do que os ndo pigmentados (MARACCINI et al., 2012).
Entretanto, os efeitos fotoprotetores de carotenoides ndo se confirmaram em outros
estudos: bactérias marinhas pigmentadas ndo foram mais resistentes do que as bactérias
ndo pigmentadas frente a radiagdo solar (AGOGUE et al., 2005).

Entre alguns estudos envolvendo radiagdo UV, Flavobacterium sp. e
Brevibacterium sp. do solo de mangue e seus pigmentos conferiram maior resisténcia ao
UV-A e ao UV-B do que ao UV-C, e o pigmento laranja (possivel caroteno) da tltima
bactéria teve maior atividade antioxidante do que o amarelo (possivel xantofila) (PATKI
et al., 2021). Também, foi reportado que esporos de Bacillus atrophaeus DSM 675 com
pigmentacdo vermelho escuro foram mais resistentes a radiagdo UV-A do que esporos de
dois isolados de Bacillus com pigmentacdo cinza escuro e claro, mas nao houve diferenca
entre as resisténcias a luz UV-B e UV-C (MOELLER et al., 2005). Adicionalmente,
bactérias pigmentadas dos géneros Microccocus, Rhodococcus, Arthrobacter, Kocuria.,
Gordonia, e Salinibacterium isoladas da Antartica foram resistentes a radiacdo UV-C,
provavelmente com produgdo de carotenoides segundo reportes prévios de bactérias do
mesmo género (COPPOLA et al., 2023).

Em alguns estudos de irradiagdo UV com identificacdo de carotenoides, uma
mistura de carotenoides de Pedobacter terrae com identificagcdo provavel de violaxantina,
fucoxantina, pirroxantina e nostoxantina mostrou capacidade antioxidante maior do que o
B-caroteno, e a mistura desses pigmentos conferiu resisténcia a radiagdo UV-B e diminui
a peroxidagio lipidica (CORREA-LLANTEN et al., 2012). Relatou-se também que o ceto
carotenoide astaxantina do Deinococcus sp., que foi altamente resistente a UV-B, tem
potencial de protecdo de proteinas e DNA contra danos oxidativos (SAJJAD et al., 2017).
Em outro estudo, 4. psychrochitiniphilus produtor de decaprenoxantina e derivados, e
Arthrobacter agilis, que produz bacterioruberina e derivados, foram resistentes a UV-B,
entretanto, somente Arthrobacter agilis foi ligeiramente resistente a UV-C (SILVA et al.,
2019a). A bactéria Cellulophaga fucicola com producdo de carotenoides zeaxantina e
isdmeros, P-criptoxantina e B-caroteno, resistiu a UV-B e ndo a UV-C (SILVA et al.,,

2019c). Por ultimo, Arthrobacter sp. NamB2 produtora de bacterioruberina teve
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sobrevivéncia maior do que a estirpe ndo pigmentada sob irradiagdo UV-A e UV-B
(VASEY, 2022).

No caso s6 da radiagdo UV-C, ligeira diferenca foi observada entre a resisténcia
de Deinococcus radiodurans produtora de deinoxantina e a sua cepa mutante incolora
(TIAN et al., 2007). Rhodobacter spharoides crtD mutante para a produgdo de carotenoides
foi mais resistente & luz UV-C do que o isolado original pigmentado (GASCON et al.,
1995). Em outro experimento se comparou a cepa selvagem e a cepa que € incapaz de
biossintetizar deinoxantina, sendo a ultima mais sensivel a radiagdo UV-C (ZHOU et al.,
2015). Micrococcus lylae, que produz astaxantina, foi resistente a UV-C (MIRZAIE et al.,
2015), Hymenobacter sp. que produz pigmento vermelho (cantaxantina) foi mais resistente
a UV-C do que Chryseobacterium sp. com producdo de pigmento amarelo (luteina e/ou
zeaxatina) (ORDENES-AENISHANSLINS et al., 2016). Ainda, pigmentos vermelhos e
amarelos de Micrococcus roseus e Micrococcus luteus, respectivamente, demostraram
propriedade fotoprotetora contra UV-C (MOHANA et al., 2013). A bactéria Lysobacter
enzymogenes com carotenoides semelhantes a xantomonadina foi mais resistente a UV-C
do que a cepa mutante branca (WANG et al., 2013). No entanto, em outro estudo, ndo se
observou correlagdo entre a producdo de carotenoides em esporos de Bacillus ¢ a
resisténcia a UV-C: foram observados casos de esporos pigmentados resistentes ¢ nio
resistentes, sendo 0 mesmo padrao para esporos ndo pigmentados (KHANEJA et al., 2010).
Adicionalmente, Arthrobacter sp. NamB2 produtora de bacterioruberina teve perda de

protecdo contra a luz UV-C (VASEY et al., 2022).

2.5.3. Carotenoides C50

A maioria dos carotenoides descobertos na natureza tem 40 atomos de carbono
(C40), mas uma pequena quantidade tem 30 (C30) e 50 (C50) atomos. Os carotenoides
C50 tém multiplas ligagdes duplas conjugadas e contém pelo menos um grupo hidroxila;
tendo fortes propriedades antioxidantes, ¢ sdo produzidos por microrganismos como
bactérias (GIUFFRIDA et al., 2016; FLEGLER; LIPSKI, 2022) e arqueias (GIANI et al.,
2019; MA et al., 2023a). Trés vias biossintéticas de carotenoides C50 foram descritas: a
via B-ciclica do C.p. 450 em Dietzia sp, a via y-ciclica da sarcinaxantina em Micrococcus
luteus e via g-ciclica da decaprenoxantina na Corynebacterium glutamicum (KRUBASIK
et al., 2001a; TAO et al.,, 2007; NETZER et al.,, 2010; HEIDER et al., 2012).

Adicionalmente, a sintese de bacterioruberina foi descrita da arqueia halofilica Haloarcula
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japonica (YANG et al., 2015). No caso do Corynebacterium glutamicum, o precursor
carotenoide GGPP (Geranilgeranil pirofosfato) ¢ convertido para a decaprenoxantina
devido a genes organizados em um Unico operon (crtE, cg0722, crtB, crtl, crtYe, crtYf,
crtEb) (HEIDER et al., 2012; HENKE et al., 2020).

A biossintese dos carotenoides C50 ocorre a partir do licopeno (C40 aciclico)
(HEIDER et al., 2014a, 2014b; HWANG et al., 2022) com a agdo de licopeno elongase
codificada pelo gene CrtEb e CrtE2 para a sintese de decaprenoxantina e sarcixantina,
respectivamente, formando a flavuxantina (C50 aciclico). Depois, a flavuxantina ¢ alvo de
ciclases para continuar a sintese dos carotenoides C50. A diferencas entre os carotenoides
C50 se devem aos anéis de ionona cuja formagao ¢ catalisado por ciclases heterodiméricas
codificada pelos genes CrtYx/CrtYx. Entdo, ha formacdo de um anel de e-ionona
encontrada na decaprenoxantina (genes crtYe/crtYf) e um anel de y-ionona em
sarcinaxantina (genes crtY g/crtYh). No caso da sintese do carotenoide C.p. 450, genes IbtA
e IbtBC codificam para enlongases e ciclases que atuam na formagao do carotenoide e do
anel de P-ionona presente. Alguns carotenoides C50 sdo glicosilados, sendo que a
formagao da ligagdo glicosidica com grupos hidroxila ¢ catalisada pela glucosiltransferase
codificada do gene crtX (KRUBASIK et al., 2001a, 2001b; TAO et al., 2007; NETZER et
al., 2010; HEIDER et al., 2014a, 2014b; HENKE et al., 2017b). No caso da sintese da
bacterioruberina, lyeJ codifica a licopeno elongase ¢ hidratase, CrtD codifica a uma
desaturase, e CruF codifica a uma hidratase (YANG et al., 2015, HENKE et al., 2017b)
(Figura 9).
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Figura 10: Biossintese de carotenoides C50. Fonte: adaptagdo de HENKE et al., 2017b.

Foram reportados que carotenoides C50 como sarcinaxantina e decaprenoxantina
sdo sintetizados por Halococcus, Halobacteria, Actinomycetales, Flavobacterium
dehydrogenans, Arthrobacter, Micrococcus luteus, Dietzia sp. Corynebacterium
poinsettiae, Corynebacterium. glutamicum, Pseudomonas e Agromyces mediolanus (TAO
et al, 2007; HEIDER et al., 2014a; DUFOSSE, 2016; LINDEN et al., 2023). A
bacterioruberina e derivados foram reportados de Haloarcula japénica, Halorubrum sp.
(NAZIRI et al., 2014; ZHOU et al., 2014; MA et al., 2023b), Arthrobacter (FONG et al.,
2001; FLEGLER; LIPSKI, 2022), Rubrobacter radiotolerans (SAITO et al., 1994;
RADDADI et al., 2015; MESBAH, 2022), Haloferax volcanii (RONNEKLEIV, 1995;
GIANI et al., 2022), Halobacterium salinarium (OSAWA et al., 2010; RADDADI et al.,
2015; MESBAH, 2022), Salinicoccus roseus (KESBIC; GULTEPE, 2023), Micrococcus
roseus, Azospirillum brasilensis, Arthrobacer agilis, Kocuria rosea, Thermus filiformis
(MANDELLI et al., 2012; CALEGARI-SANTOS et al., 2016; FLEGLER; LIPSKI, 2022).
A produgdo do carotenoide C.p. 450 foi descrita em Cryobacterium sp., Salinibacterium
sp., € Planococcus sp., Corynebacterium glutamicum (VILA et al., 2019; SCHMITT et al.,
2023); e o carotenoide arthroxantina, do género Arthrobacter (YU et al., 2022).
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Carotenoides C50 apresentam boas propriedades antioxidantes. Por exemplo, a
bacterioruberina e sarcinaxantina tiveram propriedade antioxidante, em alguns casos até
maior do que o [-caroteno. Adicionalmente, decaprenoxantina e arthroxantina
apresentaram atividade antioxidante (MENDES-SILVA et al., 2021; MA et al., 2023b).
Além disso, as aplicagdes comerciais desses carotenoides estdo sendo descobertas, como
por exemplo, sarcixantina e derivados produzidos por Micrococcus luteus foram testados
e estdo disponiveis em patente como componentes de formulagdes fotoprotetoras
(GOKSOYR, 2010, 2013), decaprenoxantina e bacterioruberina e derivados, e artroxantina
tém potencial de ser aplicados como componentes naturais de formula¢des fotoprotetoras
(SILVA et al., 2019a; MA et al., 2023b; YU et al., 2022). Ademais, relata-se que
carotenoides C50 sdo adequados para ser utilizados em cosméticos pela solubilidade e
estabilidade em emulsificagdes oleosas (HENKE et al., 2017b). Entretanto, o potencial dos
carotenoides C50 pode ser mais aproveitado combinando o conhecimento bioquimico
sobre sua biossintese com o sequenciamento do genoma (HAN et al., 2016; HENKE et al.,
2020). No entanto, a producdo microbiana fermentativa dos carotenoides C50 ainda esta
sendo explorada e ha alguns relatos de superproducdo em cepas modificadas como E. coli
e C. glutamicum gragas a engenharia metabdlica pelo uso de ferramentas genéticas bem
desenvolvidas (HENKE et al., 2017a; HENKE et al., 2018; AGARWAL et al., 2023; MA
et al., 2023a).

2.6. Aplicacio biotecnologica de pigmentos produzidos por bactérias psicroéfilas

Os microrganismos que vivem no continente Antartico precisam ser capazes de
suportar as extremas caracteristicas ambientais, como alta incidéncia de radiagdo
ultravioleta, flutuacdes de temperatura e ciclos frequentes de congelamento-
descongelamento (UCHINO et al., 1999; MARGESIN et al., 2008; MARGESIN;
MITEVA, 2011; SILVA etal., 2021). Assim, bactérias de regides frias tem como estratégia
a producdo de pigmentos que cumprem funcdes de fotoprotetores, crioprotetores e
antioxidantes (DIESER et al., 2010; SAJJAD et al., 2020). Resultando que o continente
Antartico ¢ propicio para o desenvolvimento de bactérias com capacidade de produzir
pigmentos carotenoides (VILA et al., 2019; WASCHULIN et al., 2022), violaceinas
(MOJIB et al., 2013; SEDLACEK et al., 2022), melaninas (KIMURA et al., 2015; SILVA
et al., 2019b). Além dos pigmentos mencionados, as bactérias psicrofilas também podem

produzir prodigiosinas, indigoinas e scitoneminas; sendo que aqueles pigmentos tém
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potencial de aplicagdo biotecnologica e sdo de interesse na industria farmacéutica,
alimenticia e téxtil, devido a demanda por pigmentos naturais que sejam a melhor
alternativa em comparacdo aos pigmentos sintéticos que possuem efeitos nocivos ao
ambiente e a saude (SAJJAD et al., 2020).

No geral, os pigmentos microbianos sdo ideais pela sua solubilidade, estabilidade,
facilidade no cultivo de microrganismos cultivo (NARSING et al., 2017; SAJJAD et al.,
2020), sdo ecologicamente corretos (CHADNI et al., 2017; SAJJAD et al., 2020) e podem
ser obtidos em curto prazo sob condigdes controladas ndo dependendo do clima, estagdo
ou composicdo do solo (VALDUGA et al., 2009). Adicionalmente, os processos de
extragdo sdo mais faceis do que os empregados para as plantas ¢ o produto final ¢
biodegradavel (RAM et al., 2020). Além disso, o interesse da ciéncia pela producdo de
carotenoides bacterianos aumentou devido a sustentabilidade econdmica e custo-
efetividade, e porque os carotenoides derivados de plantas tém um custo mais caro em
comparagdo com os carotenoides sintéticos (RAM et al., 2020). Mas também, o uso das
bactérias ¢ vantajoso em comparac¢do a fungos pela facilidade para modificacdo genética e
o ciclo de vida mais curto (VENIL et al., 2013; SUTTHIWONG et al., 2014a; VENIL et
al., 2014; CELEDON; DIAZ, 2021; KIKI, 2023).

2.6.1. Aplicacao biotecnolégica de carotenoides

Os carotenoides sdo um dos grupos de pigmentos mais estudados na resisténcia
de bactérias a radiagdo UV e a baixas temperaturas (DIESER et al., 2010; SINGH et al.,
2017; SAJJAD et al., 2020; COPPOLA et al., 2023); podendo ser produzidos em maior
quantidade em temperaturas baixas (CHATTOPADHYAY et al., 1997; DIESER et al.,
2010; CORREA-LLANTEN et al., 2012; SINGH et al., 2017; FLEGLER; LIPSKI, 2022)
e sob exposicdo a luz UV (TRIPATHI et al., 2001; FATIMA et al., 2017; KANG et al.,
2020). Algumas das potenciais aplicacdes dos carotenoides de bactérias estdo na industria
alimenticia como provitaminas, agentes de coloracdo e protetores de alimentos da luz
intensa (NELIS; DE LEENHEER, 1991; CHATTOPADHYAY et al., 2008; NABI et al.,
2023). Na industria farmacéutica, podem ser aplicados para coloragdo em cosméticos e
como compostos antioxidantes (TULI et al., 2015; ASHOKKUMAR et al., 2023),
promotores da atividade anticancerigena em linhas celulares (AFRA et al., 2017;
REZAEEYAN et al., 2017; SHAHBAZI et al., 2023) e uso em protetores solares (PATKI

etal., 2021). Também, como alternativa de energia, os carotenoides bacterianos podem ser
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fonte de elétrons para o desenvolvimento de células solares sensibilizadas por corante
(DSSC) (ORDENES-AENISHANSLINS et al., 2016; MONTAGNI et al., 2018).
Adicionalmente, devido a atividade antioxidante dos carotenoides, eles podem ser
incorporados na dieta por ser associados ao aprimoramento do sistema imunoldgico, a
reducdo do risco de acidentes vasculares cerebrais, doengas degenerativas como cancer,
doencas cardiovasculares, degeneragdo macular, cataratas, osteoporose; além e agir contra
o retardo do desenvolvimento dentario ou 6sseo, e pele escamosa aspera (JACQUES;
CHYLACK, 1991; SCHALCH; WEBER, 1994; SEDDON et al, 1994;
PREOBRAZHENSKII et al., 1997; FAURE et al., 1999; AGARWAL; RAO, 2000;
VALDUGA et al.,, 2009; JASWIR et al.,, 2011; ROJAS-GARBANZO et al., 2017,
EGGERSDORFER; WYSS, 2018; CRUPI et al., 2023).

Dentre os carotenoides de alto valor e importantes na industria estdo
criptoxantina, luteina, violaxantina, neoxantina, zeaxantina, riboflavina, B-caroteno,
licopeno, astaxantina e cantaxantina (ZEB; MEHMOOD, 2004; CHATTOPADHYAY et
al., 2008; RYMBAI et al., 2011; NIGAM; LUKE, 2016; BBC RESEARCH, 2022). Assim,
devido a variedade de aplicagdes, o mercado de carotenoides foi estimado em US$ 2,0
bilhdes em 2022, ¢ em 2027 se espera que alcance US$ 2,7 bilhdes (BBC RESEARCH,
2022). No entanto, mesmo que varios carotenoides bacterianos tenham sido estudados
(Tabela 4), poucos sdo produzidos em escala industrial. Entretanto, essa realidade pode
mudar devido ao aumento do interesse na producdo sustentavel de carotenoides por
microrganismos (LEE; SCHMIDT-DANNERT, 2002; DAS et al.,, 2007, HARADA;
MISAWA, 2009; CUTZU et al., 2013; RAM et al., 2020; ASTUDILLO et al., 2023).

Tabela 4: Relagdo de bactérias que foram reportadas e produziram carotenoides de alto valor. Fonte:
adaptagcdo de BHOSALE; BERNSTEIN, 2004; SILVA et al., 2004; DUFOSSE, 2006; ASKER et al., 2012;
SASIDHARAN et al., 2013; MIRZAIE et al., 2015; GALASSO et al., 2017; PRADEL et al., 2021;
AGARWAL et al., 2023; JOSHI et al., 2023.

CAROTENOIDES PRINCIPAIS E SUAS
ESTRUTURAS MOLECULARES

BACTERIAS

Micrococcus roseus
Gordonia jacobaea
Bradyrhizobium sp.

Lactobacillus pluvialis

Halobacterium sp. 0 Cantaxantina
Dietzia natronolimnaea

Paracoccus carotinifaciens
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Brevibacterium linens

B-Criptoxantina

Flavobacterium sp.

Mesoflavibacter zeaxanthinifaciens

Zeaxanthinibacter enoshimensis
Rubritalea squalenifaciens
Hanstruepera neustonica
Sphingobacterium multivorum
Synechocystis sp.
Erwinia herbicola
Paracoccus zeaxanthinifaciens
Sphingobacterium multivorum
staphylococcus aureus, Vibrio
psychroerythrus, Paracoccus
Xanthinifaciens
hanstruepera neustonica

Zeaxanthinibacter enoshimensis

Zeaxantina

Brevundimonas sp.
Paracoccus bogoriensis
Paracoccus sp.
Paracoccus bogoriensi
Paracoccus carotinifaciens
Exiguobacterium sp.
Agrobacterium aurantiacum h
Agrobacterium aurantiacum
Paracoccus carotinifaciens
Halobacterium salinarium
Micrococcus Iylae

Sphingomonas sp.

Astaxantina

Flavobacterium multivorum
Sphingomonas sp.
Rhodococcus ruber

Rhodococcus maris

Flavobacterium sp.

Luteina
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Rhodospirillum rubrum
Licopeno

Microrganismos que vivem em ambientes extremos sdo potenciais fontes de
moléculas de interesse biotecnoldgico, podendo acumular carotenoides para sobreviver.
Por isso, as regides extremas sdao consideradas para exploracdo e pesquisa de
microrganismos com produgdo de carotenoides (FONG et al., 2001; JOSHI et al., 2023).
Nesse sentido ndo apenas € importante investigar a biodiversidade bacteriana do continente
Antartico, mas avaliar o potencial de aplicacdo desses microrganismos para diferentes
vertentes da biotecnologia, uma vez que eles estdo adaptados as condigdes ambientais
extremas e possuem um arcabougo genético ¢ metabolico com potencial biotecnoldgico
unico. Assim, a [lha Rei George ¢ cede de varias expedicdes de investigagdio (MARCZAK
et al., 2016) e pode ser local propicio ao desenvolvimento de bactérias com capacidade de

produzir carotenoides com potencial aplicag@o biotecnoldgica (VILA et al., 2019).

2.7. Actinobactérias e seus pigmentos

O filo Actinomycetota constitui um dos mais diversos grupos microbianos. Os
microrganismos desse grupo tém alto contetido de guanina e citosina no DNA, sdo Gram-
positivos e manifestam morfologias como cocos, cocobacilos ¢ formas filamentosas
(ATLAS, 1997; VENTURA et al., 2007; MUAZI et al., 2023). As actinobactérias habitam
diferentes ambientes terrestres e aquaticos, podendo também ser simbiontes, patdogenos ou
comensais de animais ou plantas. Representantes das actinobactérias possuem um alto
potencial metabdlico para produzir compostos naturais, como antibidticos, compostos
anticancerigenos, antioxidantes, imunossupressores, anti-helminticos, antivirais,
herbicidas e antifungicos. Assim, insumos produzidos por bactérias deste filo sdo
importantes na biotecnologia, medicina e agricultura (VENTURA et al., 2007; BARKA et
al., 2016; VAN BERGEIJK et al., 2020; MUAZI et al., 2023).

Nas actinobactérias, os pigmentos mais frequentemente encontrados sdo a
melanina de cor preta, marrom ou azeitona; assim como carotenoides de cor amarela,
vermelha, rosa, e actinorodinas de cor azul (NARSING et al., 2017; KIKI, 2023). No caso
dos carotenoides, como abordado nos pontos anteriores, podem ajudar na resisténcia a luz
UV. Entre alguns reportes de actinobactérias da Antartica que produzem carotenoides e

tiveram resisténcia a radiacdo UV, Arthrobacter agilis da Ilha do Rei George (Antartica),
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produtora de bacterioruberina (C50) e suas variagdes (cor vermelho), foi resistente ao UV-
B (SILVA et al., 2019a). Também, Microbacterium sp. LEMMJO01 isolada do solo da Ilha
do Rei George (Antartica), com pigmentos neurosporeno, c-caroteno, equinenona,
cantaxantina e astaxantina (cor laranja), teve resisténcia apreciavel contra altas doses de
UV-B (REIS-MANSUR et al., 2019). Ademais, Arthrobacter agilis MB8-13 com
carotenoides (cor rosa escura), isolada de um sistema aquatico da Antartica, teve mais
resisténcia a radiacdo solar simulada do que isolados nao pigmentados (DIESER et al.,
2010), Dermacoccus profundi U9, com possivel carotenoide (cor laranja) da Ilha Galindez
(Antartica), foi resistente a luz UV-C (VASILEVA-TONKOVA et al., 2014).
Adicionalmente, em outros isolados da Antartica, provavelmente os carotenoides das
bactérias pigmentadas dos géneros Microccocus, Rhodococcus, Arthrobacter, Kocuria.,
Gordonia, e Salinibacterium conferiram a estes organismos alta resisténcia a radiagdo UV
(COPPOLA et al., 2023).

Em resumo, existem grupos de actinobactérias da Antartica que sintetizam
carotenoides, podendo ter habilidade de sobrevivéncia a luz UV e potencial de aplicagao
biotecnoldgica. Além disso, as actinobactérias principais produtoras de pigmentos que sao
isoladas do continente frio pertencem aos géneros Arthrobacter, Citricoccus e

Microbacterium (SILVA et al., 2021).

2.8. Estratégia gendomica de mineracio de genes para producio de pigmentos

Os dados genomicos sdo fontes importantes de informagdo bruta de biossintese
de produtos naturais. Entre esses, os metabolitos secundarios de bactérias tém importancia
na industria, agricultura e biomedicina (IGLESIAS et al., 2020; XU et al., 2023). Assim,
para a mineragdo de genes de interesse, a era do sequenciamento genético permitiu fazer a
triagem de produtos naturais em genomas de isolados microbianos cultivaveis ou ndo
cultivaveis (XU et al., 2023); identificando varios grupos de genes biossintéticos (BGCs)
em determinadas posi¢des no genoma bacteriano e assim detectando as vias biossintéticas
dos produtos de interesse (MEDEMA et al., 2011; CHANG; BRADY, 2013; KANG;
BRADY, 2014; PAUDEL et al., 2023). Portanto, varias abordagens foram desenvolvidas
para predizer os grupos de genes biossintéticos que codificam metabdlitos novos
(CHANG; BRADY, 2013; KANG; BRADY, 2014; NAWAZ et al., 2023). Também, para
a mineracdo de genes de interesse, sdo importantes as curadorias de base de dados de

grupos de genes biossintéticos e o desenvolvimento de algoritmos novos de aprendizagem
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profunda (deep learning) e de aprendizado de maquina (machine learning) (XU et al.,
2023).

As ferramentas bioinformaticas que usam o genoma como entrada sao usadas para
minerar genes de bactérias, e abrangem o ClustScan (STARCEVIC et al., 2008),
NP.searcher (LI et al., 2009), NRPSpredictor2 (ROTTIG et al., 2011), NapDos (ZIEMERT
et al., 2012), ClusterFinder (CIMERMANCIC et al., 2014), antiSMASH 6.0 (BLIN et al.,
2021), PRISM 4 (SKINNIDER et al., 2017), BAGEL 4 (VAN HEEL et al., 2018),
RODEO2 (TIETZ et al., 2017), RIPPMiner (AGRAWAL et al, 2017), e RAST
(OVERBEEK et al., 2014). Estas ferramentas empregam algoritmos como o BLAST
(ferramenta de alinhamento local), que faz alinhamento local e esta baseado na homologia,
0 Modelo oculto de Markov (pHMM) que se baseia na probabilidade, e/ou no aprendizado
de maquina; sendo o antiSMASH (Programa de Analise de Antibidticos e Metabolitos
Secundarios) que identifica de maneira exata os grupos de genes biossintéticos de
metabolitos de varias classes quimicas conhecidas (KLOOSTERMAN et al., 2020; BLIN
etal., 2021).

No caso das bases de dados disponiveis para bactérias, o maior banco de dados ¢
o IMG-ABC (Atlas Integrado de Genomas Microbianos de Grupos de Genes
Biossintéticos) que combina grupos previstos com outros verificados experimentalmente
(PALANIAPPAN et al., 2020), e o MIBiG (Informag¢des Minimas para Grupos de Genes
Biossintéticos) que fornece robustez para anotagdes e metadados em grupos, € seus
produtos (KAUTSAR et al., 2020; TERLOUW et al., 2023).

Segundo métodos previamente descritos, a sequéncia do genoma completo de
bactéria pode também ser utilizada para realizar atribui¢cdes funcionais; utilizando
softwares para anotacdo funcional e predizer genes e proteinas (WANG et al., 2016; KIM
etal.,2017; GALLARDO-BENAVENTE etal., 2021). Também, ¢ possivel realizar analise
de gendmica comparativa entre as espécies alvo, a fim de comparar filogeneticamente, bem
como o perfil metabdlico de estirpes do mesmo género. Adicionalmente, houve reportes
sobre a procura de grupos de genes biossintéticos de metabolitos secundarios como os
pigmentos utilizando o programa antiSMASH (LIAO et al., 2019; PAUDEL et al., 2023).
Assim, com a andlise gendmica ¢ possivel procurar grupos de genes que estdo envolvidos
na sintese de pigmentos; demonstrando a capacidade dos isolados de produzir esses
metabolitos mesmo se alguns ndo foram expressos nas condigdes de cultivo, e confirmando
a identificagdo de pigmentos ja produzidos (BALTZ, 2017; VARASTEH et al,

2021).Também, o conhecimento do genoma completo pode ajudar na identificagdo de vias
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biossintéticas que podem ser modificadas para ter superexpressdo de algum pigmento

especifico (TANIGUCHI et al., 2017; HENKE et al., 2017b; RAM et al., 2020; QU et al.,

2021).

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de actinobactérias isoladas da ITha do Rei George na produgio

de altas concentragoes de pigmentos carotenoides, e investigar sua agdo fotoprotetora na

resisténcia a radiagdo UV-B e UV-C.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Selecionar actinobactérias isoladas de solos da Peninsula Antartica capazes de
produzir pigmentos;

Avaliar a produgdo de carotenoides das estirpes selecionadas, quantificando e
caracterizando parcialmente os carotenoides;

Determinar as curvas de crescimento dos isolados e as de producdo de carotenoides
das estirpes;

Determinar a resisténcia qualitativa e quantitativa dos isolados expostos a
diferentes doses de UV-B e UV-C, nas fases de crescimento logaritmico e
estacionario; €

Analisar o genoma completo dos isolados produtores de pigmentos para
identifica¢do taxonomica, ¢ minerar genes envolvidos na producdo de pigmentos

carotenoides.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Isolados bacterianos

As bactérias selecionadas para o presente estudo fazem parte da Coleg@o Antartica

do Laboratério de Ecologia Microbiana Molecular (LEMM), da Universidade Federal do

Rio de Janeiro (UFRJ). Todas haviam sido previamente identificadas, com base no gene
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RNATr 16S, como pertencentes ao filo Actinomycetota. Todas as estirpes foram isoladas a
partir de solos de diferentes ambientes da Baia do Almirantado, na Ilha do Rei George,
localizada na Peninsula Antartica, com o apoio do Programa Antartico Brasileiro
(PROANTAR). Os isolados foram obtidos de amostras de 0-10 cm de profundidade de
solo ornitogénico, de solo amarelo (visivelmente amarelo, similar a solo com
caracteristicas sulfato-acidas), da rizosfera de musgo, e da rizosfera das plantas nativas da
Antartica (Colobanthus quitensis e Deschampsia antarctica). Detalhes de isolamento e

cultivo podem ser conferidos no estudo desenvolvido por DA SILVA et al., (2017).

4.2. Reativacao das bactérias

Para o estudo, 21 isolados actinobacterianos (Tabela 5) foram reativados da
Colecao Antartica do LEMM-UFRJ. Primeiramente, aliquotas de 50 pL foram transferidas
para 5 ml de meio liquido lisogénico (BERTANI, 1951), meio liquido Marinho Zobell
(ZOBELL, 1941) e meio liquido R2ZA (REASONER; GELDREICH, 1985). Os isolados
foram cultivados em meio liquido a 120 rpm na temperatura de 25 °C e 4 °C (Incubadora
de Bancada Refrigerada, CT-712R, CIENTEC) até obter crescimento. Apds o crescimento,
com o auxilio de uma alga estéril e pela técnica de esgotamento, os isolados foram
transferidos para os respectivos meios solidos e foram incubados a 25 °C e a 4 °C até
observar o crescimento de colonias puras. Finalmente, os isolados puros foram
armazenados em criotubos a -20 °C para fins de estoque, e também para serem utilizados

nos processos seguintes.

Tabela 5: Codigos dos isolados de bactérias da Colecdo de Bactérias Antarticas do LEMM utilizadas neste
estudo.

CODIGOS DOS ISOLADOS LOCAL DE ISOLAMENTO
5,35, 59, 65, 68, 70 Solo ornitogénico
78, 80,107, 173 Rizosfera de musgo
85,90 Solo amarelo
111, 166, 215, 314,319, 320 Rizosfera de Colobanthus quitensis
122,123,300 Rizosfera de Deschampsia antarctica
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4.3. Avaliacio de producio de carotenoides e quantificacio

Para fazer a bioprospecg¢do dos isolados em relacdo de producdo de carotenoides,
foi realizada a dosagem dos carotenoides totais. Primeiramente, os isolados foram
cultivados em Erlenmeyer com 50 ml de meio liquido a 120 rpm por 7 dias, na temperatura
e meio 6timos selecionados do item 4.2 (Incubadora refrigerada com agitagdo, TECNAL,
TE-421). Os cultivos foram centrifugados em tubos Falcon a 5000 rpm, por 20 min a 4 °C
(Thermo Scientific, SORVALL, ST 16R). Apos isso, se utilizou DMSO para extrair
carotenoides (LIBKIND et al., 2004). Entao, adicionou-se o solvente de acordo com a
quantidade da biomassa (5 ulL de DM SO por mg de biomassa umida) e as amostras foram
incubadas em Banho-Maria a 50 °C por 5 min. A mistura foi homogeneizada em vortex
antes e depois do aquecimento em Banho-Maria. A seguir, as amostras foram centrifugadas
a 6000 rpm por 15 min, a temperatura ambiente (CIENTEC, CT 5000R) e o sobrenadante
foi reservado em outro tubo falcon. O procedimento foi repetido trés vezes para
esgotamento de carotenoides na biomassa e obten¢do do extrato final. As amostras foram
protegidas de ser expostas diretamente a luz. Os procedimentos para extrair os
carotenoides foram adaptados e modificados de métodos descritos previamente por
LIBKIND et al., (2004) e KHODAIYAN et al., (2008).

Para a quantificacdo de carotenoides totais nos extratos, a leitura de absorbancia
foi realizada no comprimento de onda de 450 nm (GUYOMARC’H et al., 2000) ¢ utilizou-
se um método espectrofotométrico em microplacas de 96 pocos com fundo chato (KASVI
K12-096), empregando o equipamento SpectraMax® i3x (MOLECULAR DEVICES).
Transferiram-se 200 pL de cada amostra para os pogos, em triplicata. A quantificagdo
baseou-se em uma curva analitica de B-caroteno (100 - 1000 pg/ml). Finalmente, foram

selecionados os isolados com maior produgdo de carotenoides totais.

4.4. Analise dos carotenoides por HPLC-DAD

A andlise foi feita a partir dos extratos brutos dos isolados produtores de alta
concentracdo de carotenoides totais. Para caracterizar carotenoides presentes obtidos do
item 4.3, foram realizadas andlises por HPLC-DAD (cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjos de diodos) em cromatdgrafo Agilent 1260 Infinity II.
Dos extratos obtidos, aos poucos evaporou-se 0 DMSO com adi¢do de agua a 50 °C e

liofilizou-se duas vezes no liofilizador SL-404, logo as amostras foram ressuspensas em
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uma mistura de 400 pL de agua MiliQ, 550 pL de acetonitrila e 150 pL de isopropanol, e
depois foram filtradas em filtros de poliamida (NY 13mm, 0,22 pm) (Unifil) para posterior
uso nas analises cromatograficas.

Para a corrida cromatografica, foi utilizada uma coluna RP-18 (25 cm, 4,6 mm e
particula de 5 uM, KROMASIL) mantida a 30 °C, fluxo de 1ml/min, e foram injetadas 50
uL das amostras. Utilizou-se um gradiente de dgua MiliQ com 0.1% acido foérmico
(solvente A) e acetonitrila: isopropanol (7:3) com 0,1% de &cido formico (solvente B), nas
seguintes proporgoes: 0-5 min (5-50%B), 5-20 min (50-100%B), 20-45 min(100%B), 50-
55 min (100-5%B). A deteccao foi feita em £ = 450 nm e a identificacdo das substancias
presentes nos extratos foi feita de acordo aos espectros de absor¢do no UV/VIS (200-640

nm).

4.5. Analises por HPLC-DAD-MS/MS

As analises foram feitas com os mesmos extratos obtidos a partir dos isolados
produtores de alta concentracdo de carotenoides e utilizados no item 4.4, sendo dos
isolados produtores de alta concentragdo de carotenoides totais. Para as andlises por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjos de diodos acoplados a
espectrometria de massas sequencial (HPLC-DAD-MS/MS), as amostras foram
solubilizadas em 1 mL de acetona e, entdo, diluidas para a concentragdo de 10 mg/mL.

Utilizou-se um sistema de cromatografia liquida Nexera X2 (Shimadzu) acoplado
a um espectrometro de massas Maxis Impact (Bruker), com fonte de ions APCI (Ionizagao
quimica a pressdo atmosférica) e analisador Q-TOF. As corridas cromatograficas foram
realizadas em uma coluna Hypersil C18 (150x1 mm, 3 pm - Thermo) mantida a
temperatura de 25 ° C. A fase movel foi composta por d4gua miliQ (solvente A) e acetona
(solvente B), a um fluxo de 0,2 mL por min, utilizando o seguinte gradiente: 0-8 min (75-
95% B), 8-14 min (95% B), 14-16 min (95-100% B), 16-24 min (100% B), 24-24,1 min
(75% B), 24,1-25 min (75% B). O volume de inje¢@o utilizado foi 10 pL e as analises
foram monitoradas entre 330 ¢ 700 nm. Os espectros de massas foram obtidos com
nitrogénio como gas de colisdo e como gas auxiliar na fonte. Para APCI no modo de ion
positivo, os seguintes parametros foram utilizados: temperatura capilar: 200 °C, fluxo de
gas auxiliar: 4 L/min, temperatura de vaporizagao 400 °C, corrente corona 8000 V. A faixa

de massas analisada foi de m/z 50 a 1200. Para a calibracdo interna utilizou-se formiato de
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sodio 100 uM em agua/acetonitrila (1:1). Finalmente, foi realizada aquisicao dependente

de dados (DDA/AutoMS) com isolamento/fragmentagdo de 3 precursores por ciclo.

4.6. Identificacdo taxondmica pelo gene 16S rRNA

As bactérias foram selecionadas de acordo com a maior produgdo de carotenoides
totais e submetidas a nova identificacdo taxondmica. Os isolados foram cultivados no meio
LB a 120 rpm na temperatura de 25 °C por 3 a 7 dias, e posteriormente seu DNA foi
extraido com o “Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, #A1125)” seguindo
as recomendacdes do fabricante. Apos a extracdo do DNA genomico, foi feita uma
eletroforese em gel de agarose 1,5 % com corante Neotaq (NEOBIO) durante 1h em
tampao TBE 1X (Tris 89 mM; EDTA 2,5 mM; H3BO3 89 mM) a 100V. A visualizagdo do
gel foi feita no transiluminador UV. Finalmente, o DNA foi quantificado com um
fluorimetro através do kit “Qubit® dsDNA HS Assay Kit” (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific). As amostras de DNA foram concentradas utilizando o Speed Vac Concentrator
Plus (Eppendorf), e foram enviadas para a amplificacdo e o sequenciamento do gene do
RNAr 16S pelo método de Sanger com uso dos iniciadores 27F
(5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3%) (LANE, 1991) e 1492R
(5’GGTTACCTTGTTACG ACTT 3’) (TURNER et al., 1999).

A amplificagdo e sequenciamento do gene RNAr 16S foi feito pelo colaborador
na Universidade de Nova Gales do Sul (Australia). A PCR foi realizada com uma mistura
para cada isolado: 12,5 pL do 2X Master Mix (EconoTaq ® Plus Green #30033-2), 9 uL
de agua Milli-Q estéril e 1,5 uL. do DNA gendmico. No termociclador, foi realizada uma
etapa de 2 minutos a 94 °C (desnaturacdo inicial), 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C
(desnaturagdo), 30 segundos a 55 °C (anelamento) e 40 segundos a 72 °C (extensdo). Apos
os 35 ciclos, a etapa final foi de 7 minutos a 72 °C (extensdo final). Foi feita a verificacdo
da amplificacdo através de eletroforese em gel de agarose (1,2%) com uso do padrdo de
massa molecular de 1 kb. Foi feita a purificagdo dos produtos de PCR a partir do gel
utilizando o kit illustra GFX PCR DNA ¢ Gel Band Purification Kit (GE Healthcare).

A trimagem dos dados recebidos do sequenciamento foi feita no programa RDP

(Ribosomal Database Project) (http://rdp.cme.msu.edu/) (COLE et al., 2009), de acordo a

parametros padrao, e os contigs foram montados no programa Bioedit (versdo 7.2). A partir
dos contigs, foram encontradas sequéncias similares utilizando o banco de dados do RDP

e 0 BLASTn, para inferéncia da taxonomia dos isolados bacterianos. Os contigs e as
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sequéncias proximas obtidas de cada base de dados foram alinhadas online no programa
MAFFT (versao 7) (https://mafft.cbre.jp/alignment/server/). Depois do alinhamento, foi
utilizada a opg¢ao “find best DNA model” do MEGAT11 (https://www.megasoftware.net/)

(TAMURA et al., 2021) para obter o modelo evolutivo adequado para as reconstrucdes
filogenéticas. As arvores foram feitas no MEGA 11 utilizando o método de maxima
verossimilhanga (Maximum likehood — ML) (JUKES; CANTOR, 1969), adotando o
algoritmo heuristico NNI (Nearest Neighbor Interchange) e o valor de bootstrap de 1000
réplicas. Também, para os grupos das sequéncias proximas do RDP e do NCBI foi utilizado
o modelo de Tamura-Nei. Adicionalmente, uma sequéncia de RNAr 16S da actinobactéria

Acidimicrobium ferroxidans da classe Acidimicrobiia foi selecionada como grupo externo.

4.7. Curvas de crescimento dos actinobactérias

A determinagdo da curva de crescimento das melhores bactérias produtoras de
carotenoides totais foi feita em microplacas de 96 pocos com fundo chato (KASVI K12-
096) por meio da analise da densidade optica (D.O), empregando o equipamento
SpectraMax® i3x (MOLECULAR DEVICES) no comprimento de onda (1) de 630 nm.
Primeiramente, se prepararam e padronizaram os inodculos com solugdo salina (0,85%),
obtendo suspensdes bacterianas de placas com crescimento. As suspensdes bacterianas
foram quantificadas pela D.O no comprimento de onda de 630 nm, obtendo densidade
optica de 0,1 (MOSTACHIO, 2010; BONVICINI et al., 2019; HAQ et al., 2020). Logo, as
suspensoes bacterianas (1,5 ml) foram inoculadas a Erlenmeyers com 75 ml de meio
liquido a 120 rpm, no meio e temperatura determinados do item 4.2 (Incubadora refrigerada
com agitagcdo, TECNAL, TE-421). Foram feitos 3 cultivos de cada isolado, os cultivos
foram incubados por aproximadamente 7 dias, e em cada tempo foram coletadas aliquotas
para quantificar a D.O. Além disso, utilizou-se o meio liquido sem cultivo como branco.
Adicionaram-se 200 pL de cada amostra em pogos separados de microplacas de 96 pogos
com fundo chato (KASVIK12-096), em triplicata para fazer a leitura de D.O. Assim, todos
os isolados foram cultivados em triplicata a partir de um inoculo inicial com D.Og30 ~ 0, 1.
Foram realizadas 15 coletas em diferentes tempos: TO=0h, T1=4h, T2=16h, T3=28h,
T4=40h, T5=52h, T6=64h, T7=76h, T8=88h, T9=100h, T10=112h, T11=124h, T12=136h,
T13=148h, T14=160h e T15=172h.

4.8. Curvas de producio de carotenoides totais
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Para determinar em que fase do crescimento ocorreu a producao dos carotenoides
das melhores bactérias produtoras, os inoculos foram preparados com solugdo salina
(0,85%) a partir de placas com crescimento. As suspensdes foram quantificadas em
microplacas de 96 pogos com fundo chato (KASVI K12-096) pela densidade optica (D.O)
no comprimento de onda de 630 nm que correspondeu a 0,1 (~1,5 x 108 UFC/mL
equivalente a escala 0.5 de McFarland); utilizando o equipamento SpectraMax® i3x
(MOLECULAR DEVICES) (MOSTACHIO, 2010; BONVICINI et al., 2019; HAQ et al.,
2020). As suspensoes de bactérias foram inoculadas a Erlenmeyers com 75 ml de meio
liquido a 120 rpm, no meio e temperatura determinados do item 4.2 (Incubadora refrigerada
com agitacdo, TECNAL, TE-421). Os isolados foram cultivados em triplicata durante 7
dias e aliquotas foram coletadas em diferentes tempos:T0=0h, T1=4h, T2=16h, T3=28h,
T4=40h, T5=52h, T6=64h, T7=76h, T8=88h, T9=100h, T10=112h, T11=124h, T12=136h,
T13=148h, T14=160h e T15=172h.

A extracdo de carotenoides e quantificacdo dos extratos foi feita adaptando e
modificando dos procedimentos do topico 4.3. Logo, as aliquotas foram centrifugadas em
eppendorf de 2 ml a 14000 xg a 4 °C por 5 min (Centrifuge 5430, Eppendorf) e foi
adicionado 600 puL. de DMSO a cada amostra. As amostras foram incubadas em Banho-
Maria a 50°C por 5 min. A mistura foi homogeneizada em voértex antes ¢ depois do
aquecimento em banho-maria. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 14000 xg a 4
°C por 5 min e o sobrenadante foi reservado em criotubos. O procedimento foi repetido
trés vezes para esgotamento de carotenoides do pellet e obtencao do extrato final. Para
quantificar os carotenoides totais nos extratos, empregou-se o método espectrofotométrico
em microplaca com o uso do equipamento SpectraMax® i3x (MOLECULAR DEVICES).
Adicionaram-se 200 pL de cada amostra em pocos separados de microplacas de 96 pocos
com fundo chato (KASVI K12-096), em duplicata, e a leitura de absorbancia foi realizada
no comprimento de onda de 450 nm. Finalmente, para fazer a quantificacdo se tomou em

conta a curva analitica de f-caroteno (100 - 1000 ug/ml).
4.9. Teste qualitativo de resisténcia a radiacao UV-B e UV-C

Os ensaios para determinar de forma rapida e qualitativa a resisténcia das
bactérias as diferentes doses de irradiagdo UV-B e UV-C foram realizados em meio sélido

conforme descrito no item 4.2. Os isolados bacterianos foram cultivados separadamente
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em meio liquido a 120 rpm, no meio e temperatura determinados do item 4.2, até chegar a
fase logaritmica média e estacionaria inicial; sendo os cultivos realizados separadamente.
Apbs o crescimento, 10 ml de cada cultivo bacteriano foi lavado duas vezes em solucdo
salina (0,85%) e centrifugado a 8000 rpm por 5 min para eliminar qualquer residuo do
meio de cultivo. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 10 ml de solucdo salina e
agitado em vortex. Depois, as suspensdes foram ajustadas até chegar a entre D.Og30 ~0,4 €
0,6. Logo, 5 uL de cada suspensao foram adicionados a placas de Petri de poliestireno em
varias colunas (uma gota no lugar projetado na grade), contendo o meio sélido LB e s6 na
irradiacdo UV-B as placas foram cobertas com as suas respectivas tampas para bloquear
os restos de raios UV-C. Mas na irradiacdo UV-C, as placas permaneceram sem tampas.

Secdes das placas foram irradiadas em um fluxo de UV-B (14 J/m?/s) e de UV-C
(1 J/m?/s), por separado, para dar exposi¢des cumulativas de doses de UV a cada coluna
da placa (doses de 0, 4, 8, 12, 16, 20 kJ/s de UV-B; e doses de 0, 60, 120, 180, 240, 300,
500, 1000, 1500 J/s de UV-C). As doses de UV foram calculadas multiplicando a
intensidade medida pelo tempo de irradiagdo (segundos). Para a fonte de UV-B foi
utilizada uma lampada ultravioleta com comprimento de onda com pico em 312 nm, 15W
com filtro - modelo VL-215 LM (Vilber Loumart, Franga); e a fonte de UV-C foi uma
lampada germicida com comprimento de onda com pico em 254 nm, G15T8 15W (Sankyo
Denky). Na determinagdo das doses totais de UV-B e UV-C foi utilizado um dosimetro
modelo VLX-3W (Vilber Lourmat, Franga) acoplado a uma fotocélula para 312 nm (série
21-216) e outra fotoc€lula para 254 nm (série 11-102202), respectivamente.

Finalmente, as placas foram incubadas no escuro para evitar fotorreativagdes por
2-5 dias, de acordo com o tempo de crescimento de cada bactéria e na temperatura
determinada do topico 4.2. Os crescimentos foram registrados com os sinais +++, ++, + ¢
— de acordo com crescimento qualitativamente observado, considerando +++ se o
crescimento fosse similar ao do observado na dose 0. O experimento foi realizado em
triplicata e o teste qualitativo foi adaptado de acordo com métodos previamente descritos
(KNUDSON, 1985, 1986; HUANG et al., 1993; ORDONEZ et al., 2009; VIANA et al.,
2013; PAULINO-LIMA et al., 2016; MARIZCURRENA et al., 2017; PORTERO et al.,
2019).

4.10. Sequenciamento do genoma completo e mineracio gendomica por carotenoides
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O DNA genomico dos isolados que apresentaram ser mais resistentes a UV no
teste qualitativo foi enviado para a Macrogen (Macrogen, Seoul, Korea) para o
sequenciamento do genoma completo. O preparo de bibliotecas foi realizado com TruSeq
DNA Nano 350bp kit e o sequenciamento foi realizado na plataforma Illumina NovaSeq
em modo pareado de 150 pb de acordo com as instru¢des do fabricante. A qualidade dos
fragmentos de sequenciamento foi verificada usando o software FastQC v.0.11.5
(ANDREWS, 2010) e Trimmomatic v.0.39 (BOLGER et al., 2014) foi empregado para
remover adaptadores e bases de baixa qualidade. As reads sem adaptadores e com boa
qualidade foram utilizadas para a montagem dos genomas utilizando o montador Unicycler
v.0.5.0 (WICK et al., 2017). Posteriormente, a qualidade da montagem do genoma foi
acessada usando o software Quast v.5.2.0 (MIKHEENKO et al., 2018), e o genoma foi
anotado funcionalmente usando Prokka v.1.14.6 (SEEMANN, 2014) ¢ AntiSMASH
(BLIN et al., 2023).

BUSCO v.5.4.5 (SIMAO et al., 2015) foi utilizado para acessar a completude de
ortologos de copia unica. Além disso, calculos de identidade média de nucleotideos (ANI)
(JAIN et al., 2018), e hibridizacdo digital DNA-DNA (MEIER-KOLTHOFF; GOKER,
2019) foram realizados para determinar a taxonomia das cepas. A hibridizagdo digital
DNA-DNA foi realizada usando uma data base de estirpes tipo (Type Strain Genome

Server).

4.11. Teste quantitativo da resisténcia a radiacio UV-B e UV-C: curvas de

sobrevivéncia na fase logaritmica e estacionaria

Os isolados que apresentaram resultados qualitativos mais significativos de
tolerancia frente a irradiacdo UV-B e UV-C foram selecionados para avaliar a curva de
sobrevivéncia em diferentes fases de crescimento sob diferentes intensidades de irradiacgao.
Os isolados bacterianos foram cultivados em 75 ml do meio liquido a 120 rpm, no meio e
temperatura determinados do item 4.2, até chegar a fase logaritmica média e estacionaria
inicial, sendo os cultivos realizados separadamente. Apds o crescimento, 20 ml de cada
cultivo bacteriano foi lavado duas vezes em solu¢do salina (0,85%) e centrifugado a 8000
rpm por 5 min para eliminar qualquer residuo do meio de cultivo. Em seguida, o pellet foi
ressuspendido em 20 ml de solugdo salina e agitado em vortex. Depois, foi ajustado até
chegar a D.Os30 ~ 0,6, usando solugdo salina (0,85%), e a suspensao foi adicionada a duas

placas Petri de vidro estéreis (5 cm de diametro para UV-B e 9 cm para UV-C).
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As suspensdes bacterianas de cada isolado foram expostas as doses de 0,4, 8 e 16
kJ/m? de irradiacdo UV-B e doses de 0, 50, 100, 200 e 300 J/m? de irradiagio UV-C, sob
uma lampada ultravioleta com comprimento de onda com pico em 312 nm, 15W com filtro
- modelo VL-215 LM (Vilber Loumart), e uma lampada germicida com comprimento de
onda com pico em 254 nm, G15T8 15W (Sankyo Denky). A dose total de UV-B e UV-C
foram determinadas utilizando um dosimetro modelo VLX-3W (Vilber Lourmat, Franga)
acoplado a uma fotocélula para 312 nm (série 21-216) e outra fotocélula para 254 nm (série
11-102202), respectivamente. A dose total por segundo foi determinada em um ponto
especifico e naquele ponto as placas com as suspensdes bacterianas foram posicionadas.
No caso da irradiagdo UV-B, as placas foram cobertas com tampas de placa de Petri de
poliestireno para bloquear os restos de raios UV-C. No momento da irradiagdo UV-C, as
placas sem tampa foram agitadas para evitar sobrevivéncia de células devido ao
sombreamento no momento da exposicdo, tendo 10ml de suspensdo na placa (9 cm de
didmetro) para garantir uma monocamada de bactérias.

A taxa de dose de UV-B no tratamento foi de 15 J/m?/s e a taxa de UV-C foi de 2
J/m?%/s. As doses de UV foram calculadas multiplicando a intensidade medida pelo tempo
de irradiacdo (segundos). Apds a exposicdo das bactérias a luz UV, foi avaliado seu
crescimento em meio solido para determinar o isolado foi resistente a luz UV. O
experimento foi realizado com trés réplicas bioldgicas de cada isolado, com diferentes
dilui¢des e cada isolado teve um controle que nao foi exposto a luz UV (NO). As amostras
irradiadas foram imediatamente colocadas a 4 °C para evitar o reparo até o processamento
adicional. Todas as amostras, incluindo o NO, foram diluidas de 10! a 10”7, e 10 uL de
cada diluicdo foram adicionados a placas de Petri contendo meio solido determinado do
item 4.2 (uma gota no lugar projetado na grade), em triplicata.

Finalmente, as placas foram incubadas no escuro para evitar fotorreativacdes por
2-5 dias, na temperatura determinada do tépico 4.2 e de acordo com o tempo de
crescimento de cada bactéria. A partir do crescimento, foram estimadas as Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) de cada dilui¢do (N) e dividiram-se entre o numero de
colonias da mistura nao irradiada do isolado (NO); assim se determinou a fragdo de
sobrevivéncia dos microrganismos apos irradiacdo UV. Os resultados foram mostrados em
graficos com as diferentes fracdes de sobrevivéncia (N/NO), e os valores foram
representados pela média e seu desvio padrdo. Em geral, os procedimentos foram
adaptados de métodos previamente descritos (HUANG et al., 1993; SANTOS et al., 2013;
PAULINO-LIMA et al., 2016; MARIZCURRENA et al., 2017; PORTERO et al., 2019;
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REIS-MANSUR et al., 2019; BALASUBRAMANIAM et al., 2020; MUKHIA et al.,
2021). Para avaliar se os resultados tiveram significancia estatistica, utilizou-se o teste de

Man-Whiney (onetail).

4.12. Teste quantitativo da resisténcia a radiacdo UV-B e UV-C em comparacio com

o organismo modelo E.coli K12A15: curvas de sobrevivéncia na fase estacionaria

Os isolados que apresentaram resultados mais significativos de curva de
sobrevivéncia na irradiagdo UV-B e UV-C foram selecionados para comparar a
sobrevivéncia em comparagdo com o organismo modelo. Os isolados bacterianos foram
cultivados em 75 ml do meio liquido a 120 rpm, no meio e temperatura determinados do
topico 4.2, até chegar a fase estacionaria inicial. Apds o crescimento, 20 ml de cada cultivo
bacteriano foram lavados duas vezes em solugdo salina (0,85%) e centrifugados a 8000
rpm por 5 min para eliminar qualquer residuo do meio de cultivo. Em seguida, o pellet foi
ressuspendido em 20 ml de solugdo salina e agitado em vortex. Depois, as suspensdes
bacterianas foram ajustadas até chegar a D.Og30 ~0,6, usando solucdo salina (0,85%). e
foram adicionadas a duas placas de Petri de vidro estéreis (5 cm de didmetro para UV-B e
9 cm para UV-C).

Os demais procedimentos foram feitos de acordo ao item 4.11, mas foi utilizado
o organismo modelo Escherichia coli K12A15, com mecanismos descritos para reparo de
DNA danificado por UV, nos experimentos. Os resultados foram mostrados em um grafico
com as diferentes fracdes de sobrevivéncia (N/NO), e os valores foram representados pela
média e seu desvio padrdo. Em geral, os procedimentos foram adaptados de métodos
previamente descritos (HUANG et al., 1993; JACOBS et al., 2005; SANTOS et al., 2013;
PAULINO-LIMA et al., 2016; MARIZCURRENA ¢t al., 2017; PORTERO et al., 2019;
REIS-MANSUR et al., 2019; BALASUBRAMANIAM et al., 2020; MUKHIA et al.,
2021). Para avaliar se os resultados tiveram significancia estatistica, utilizou-se o teste de

Man-Whiney (onetail).

5. RESULTADOS

5.1. Reativacao das bactérias

A partir da Coleg¢do de Bactérias Antarticas do LEMM, foram reativados 21

isolados de actinobactérias previamente isoladas de solos antarticos. Dentro destes, 13
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isolados cresceram e apresentaram Otimo crescimento e melhor pigmentacdo no meio
solido LB a 25 °C, apresentando diferentes tonalidades de amarelo e laranja e foram

selecionadas para a sequéncia desse trabalho.
5.2. Avaliagao de producio de carotenoides e quantificacio

Para realizar a bioprospeccao dos isolados em relagdo a produgéo de carotenoides
totais por meio de dosagem no espectrofotometro, os isolados foram cultivados no meio
solido LB a 25 °C. Apos, realizou-se a extragdo dos carotenoides com DMSO (Figura 10).
De acordo com os resultados, demonstrou-se que o DMSO foi eficiente para extrair os
carotenoides da biomassa do pellet de cada isolado. Na Tabela 6, observa-se o valor
aproximado calculado de carotenoides totais presentes em cada extrato bruto.
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Figura 11: Fotografia de pellets antes (A) e depois (B) de serem extraidos com DMSO para obtengdo de
carotenoides em Falcon de 15 ml (C).

Tabela 6: Resultado da quantificagdo dos carotenoides totais dos isolados.

CONCENTRACAO DE CAROTENOIDES DESVIO

EXTRATO DO ISOLADO TOTAIS NA BIOMASSA (ug/mg) PADRAO
5 4,19 0,25
80 10,28 0,25
90 8,32 0,66
107 10,38 0,59
111 1,23 0,46
122 3,76 0,35
166 2,72 0.25
173 3,12 0.20
215 1,90 0,06
300 1,44 0,35
314 231 0,38
319 1,95 0.20
320 1,76 0,21
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Os isolados que tiveram maior concentracdo de carotenoides totais na biomassa
foram 5, 80, 90, 107 e 122 (Figura 11). Eles foram selecionados para ser utilizados nos

procedimentos seguintes.

CONCENTRACAO DE CAROTENOIDE TOTAL
DOS ISOLADOS

15+

(ng/mg)

CONCENTRACAO DE CAROTENOIDE
TOTAL NA BIOMASSA

314
319
215
320
300
111
311

NUMERO DO ISOLADO

Figura 12: Concentragdo de carotenoides totais na biomassa dos isolados bacterianos.

5.3. Analise dos carotenoides por HPLC-DAD

A analise foi feita dos 5 melhores isolados produtores de alta concentracdo de
carotenoides totais. A detecc¢ao de carotenoides nas amostras de extrato bruto foi feita em
K = 450 nm, comprimento de onda caracteristico de absorcdo desses pigmentos. A
identificacdo das substancias presentes nos extratos foi feita de acordo aos espectros de
absor¢ao no UV/VIS (200-640 nm).

Na Tabela 7 sdo apresentados os dados cromatograficos das amostras. Os
cromatogramas sao mostrados na Figura 12. Nesses, foram observados onze picos em
diferentes tempos de retengdo para o isolado 5, oito picos para os isolados 80 e 90, e nove
picos para o isolado 107. O isolado 5 teve nove picos com espectros no UV/VIS

caracteristicos de carotenoides; e os isolados 80, 90 e 107 apresentaram seis picos
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caracteristicos de carotenoides. A amostra 122 ndo foi analisada devido a degradacdo do

extrato total de carotenoides que ocorreu nos procedimentos de preparacdo de amostras.

A sobreposicdo dos cromatogramas das amostras 5, 80, 90 e 107 (Figura 12)

evidenciou similaridade de tempos de retencgdo. Tal semelhanca, também observada quanto

aos espectros no UV/VISIVEL dos principais picos, evidenciou que tais amostras

apresentaram composi¢ao semelhante quanto aos carotenoides.

Tabela 7: Dados cromatograficos das amostras analisadas por HPLC-DAD

Tr (min) Amax (nm) | Proposta estrutural
Amostra 5
22,38 416 N3o identificado
22,74 420 N3o identificado
2433 416,440,468 Carotenoide
24,75 418,442,470 Carotenoide
25,16 420,442,472 Carotenoide
26,11 416,440,470 Carotenoide
26,75 416,440,470 Carotenoide
27,44 416,442,472 Carotenoide
27,705 412,436,466 Carotenoide
28,123 412,436,466 Carotenoide
28,63 412,434,466 Carotenoide
Amostra 80
22,38 416 N3o identificado
22,71 422 N3o identificado
26,12 416,440,470 Carotenoide
26,78 416,440,470 Carotenoide
27,50 418,442,470 Carotenoide
27,70 414,436,466 Carotenoide
28,14 412,426,464 Carotenoide
28,65 412,434,462 Carotenoide
Amostra 90
22,45 411 N3o identificado
22,79 411 Nio identificado
26,32 416,440,479 Carotenoide
27,01 416,440,470 Carotenoide
27,76 418,442,470 Carotenoide
28,02 412,436,466 Carotenoide
28,48 412,436,464 Carotenoide
29,01 410,426,464 Carotenoide
Amostra 107
22,42 416 Naio identificado
22,75 416 Naio identificado
26,24 416,440,470 Carotenoide
26,92 416,440,470 Carotenoide
27,65 416,442,468 Carotenoide
27,92 412,436,466 Carotenoide
28,34 412,436,464 Carotenoide
28,85 412,434,470 Carotenoide
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Figura 13: Sobreposi¢do dos cromatogramas a 450 nm (HPLC-DAD) dos extratos dos isolados 5, 80, 90 e 107.
5.4. Analises por HPLC-DAD-MS/MS

Para a identificacdo parcial dos carotenoides dos 5 melhores isolados produtores
de alta concentrag@o de carotenoides totais, as amostras preparadas foram submetidas a
andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjos de diodos
acoplados a espectrometria de massas sequencial (HPLC-DAD-MS/MS).

Essas analises evidenciaram a presenga de diversas substincias nas amostras.
Foram considerados para o presente estudo os ions presentes na regido entre 8 e 11 minutos,
onde se encontram os picos de absor¢do em 450 nm (Figura 13). Nesse intervalo,
destacaram-se o ions de m/z 705,5649 [M+H]", abundantes nessa regido e¢ ausentes em
outros tempos de retengdo (Figura 14), cuja formula molecular mais provavel é CsoH7302
(massa calculada 705,5611; erro: 5,45 ppm). A fragmentacdo desse ion resulta em
multiplos picos, entre os quais 687 [M+H-18] e 669 [M+H-18-18], referentes a perda de
moléculas de agua; assim como 595 [M+H-18-92], correspondente a eliminagdo de agua e
de uma unidade de tolueno. Esses dados evidenciam a provavel presenca de carotenoides
isoméricos com 50 carbonos nas amostras sob estudo. As andlises por HPLC-DAD
evidenciaram que os carotenoides presentes nessas amostras apresentam espectros de UV-
VIS semelhantes, com picos de absor¢do em torno de 415, 440 e 470 nm. Portanto, tais

carotenoides apresentam, provavelmente, o mesmo cromoforo.
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Figura 15: Cromatograma extraido do ion de m/z 705.5649 (A) a partir dos dados de MS full scan. Espectro MS/MS

Retention time

(MS2) do referido ion (Tr = 9,5 min) (B).

Comparando os resultados como a literatura da base de dados de carotenoides
(YABUZAKI, 2017), decaprenoxantina e sarcinaxantina apresentaram formula molecular
compativel (CsoH7202) e também tiveram picos de absor¢do semelhantes (WEEKS et al.,

1980; GIUFFRIDA et al., 2016; VILA et al., 2019); sendo produzidas por actinobactérias

(Figura 15).
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Figura 16. Estruturas dos carotenoides decaprenoxantina (1) e sarcinaxantina (2). Fonte: adaptagdo de WEEKS et

al., 1980; GIUFFRIDA et al., 2016; VILA et al., 2019).

5.5. Identificacdo taxonémica pelo gene 16S rRNA

Os 5 isolados com eclevada concentracdo de carotenoides totais foram

identificados taxonomicamente utilizando o sequenciamento do gene que codifica a regido

do RNATr 16S (Tabela 8).

Tabela 8: Identificag@o taxondmica dos isolados de bactérias obtida do sequenciamento do gene 16S rRNA
e comparacdo das sequéncias similares obtidas no RDP, e no GenBank através do BLASTn.

o X ~ NUMERO DE
. PONTUACAO OLIGOMEROS IDENTIFICACAO
ISOLADO IDENTIFICACAO (RDP) : IDENTIDADE BASES
S_ab COMUNS UNICOS (GENBANK) ANALISADAS
3 P . Arthrobacter
5 A””’””}‘gﬁ’ﬁ?%’ "Avé”s’é’%’(p;’;"‘s (M 0978 1365 psychrochitiniphilus strain 99,14% 1472
’ ’ > NJ-QEDFT-6-B
Arthrobacter sp. KOPRI 25481; Arthrobacter sp. strain E3- o
80 CUoR2a%3 0,950 1313 = 98,85% 1406
90 Arthrobacter sp. TSBY-58; DQ173016 0910 1335 A”h"”b”“e’l‘ > strain E3- 96,90% 1406
Arthrobacter sp. KOPRI 25481; Arthrobacter sp. strain E3-
107 GUb2483 0,915 1313 98,06% 1406
122 Rhodococcus sp. Ama25; 1Q977388 0,944 1377 Rhodococcus sp. Ama2s 97.56% 1434

Também se realizaram arvores filogenéticas do gene RNAr 16S incluindo os

contigs obtidos e as sequéncias proximas geradas pelo RDP e GenBank através do

BLASTn (Figura 16 e 17). Os isolados 5, 80, 90, 107 ficaram no clado monofilético do

género Arthrobacter, e o isolado 122 ficou no clado do género Rhodococcus.
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80
79 107
53 90
Arthrobacter sp. KOPRI 25481 (GU062483)
2| 98
Arthrobacter sp. TSBY-58 (DQ173016)

— Arthrobacter cupressi (KT3611058)

Arthrobacter sp. ON14 (AJ810894)

Arthrobacter psychrochitiniphilus JCM 13874 (AB588633)

Arthrobacter sp. TTE (KC433651)

Arthrobacter cupressi (D48-HQ657321)

Rhodococcus cercidiphylli (YIM-65003-EU325542)

122

Rhodococcus cercidiphylli IHBB 10410 (KR233770)

Rhodococcus fascians (DSM-20669-X79186)

Rhodococcus sp. Ama25 (JQOT7388)

Rhodococcus fascians IHBB9283 (KR085829)

Acidimicrobium ferrooxidans (ICP-U75647)

Figura 17: Arvore filogenética consenso 16S dos isolados de bactérias e sequéncias similares do RDP gerada no
MEGAX pelo método de maxima verossimilhanga e o0 modelo Tamura-Nei.
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5

Arthrobacter psychrochitiniphilus NJ-QEDFT-6-B (MW9328759)
Arthrobacter sp. BIS1064 (MN810255)

Arthrobacter psychrochitiniphilus (JCM-13874-AB588633)
Arthrobacter alpinus JM53 (MN758813)

Arthrobacter alpinus (S6-3-AB920567)

Arthrobacter psychrolactophilus KNOUG403 (HQ610444)
Arthrobacter sp. PLR-15-1 (MHO018921)

Arthrobacter glacialis HM 45 (MZ311774)

Arthrobacter psychrochitiniphilus MP8 (MG852604)

76 - Arthrobacter glacialis PDB5Sa (ON406322)

Arthrobacter psychrolactophilus Z514-80 (MW237826)
Arthrobacter psychrolactophilus (B-7-AF134179)
Arthrobacter alpinus UICS2-7-1 (MK443063)
Arthrobacter alpinus YF09-1 (KT369897)

Arthrobacter psychrochitiniphilus NJ-QEDSD-8-B (MW928781)
Arthrobacter stackebrandtii IFH1-28 (MN558455)
Arthrobacter stackebrandtii (CCIM-2783-AJ640198)
Arthrobacter glacialis PAMC27320 (MT555330)
Arthrobacter sp. E3-12 (KY476510)

107

80

80

Arthrobacter glacialis C7bL19 (ON400105)

Arthrobacter glacialis (HLT2-12-2-JX949500)
Arthrobacter cupressi (KT361105)

Arthrobacter cupressi (D48-HQE57321)

Rhodococcus yunnanensis (YIM-70056-AY802219)
Rhodococcus sp. Ama25 (JQ977388)

Rhodococcus fascians IHBB11075 (KR085865)
Rhodococcus cercidiphylll IHBB10410 (KR233770)
Rhodococcus fascians (DSM-20669-X79186)
Rhodococcus yunnanensis X4 (JX122610)

Rhodococcus cercidiphylli (YIM-65003-EU325542)

122

Rhodococcus cerastii (KR047778)

Rhodococcus cerastii (CCM-7908-MT760190)
Acidimicrobium ferrooxidans (ICP-U75647)

Figura 18: Arvore filogenética consenso 16S dos isolados de bactérias e sequéncias similares do GenBank gerada
no MEGAX pelo método de maxima verossimilhanga e 0 modelo Tamura-Nei.

5.6. Curvas de crescimento dos actinobactérias

Determinou-se a curva de crescimento das 5 melhores bactérias produtoras de alta
concentracao de carotenoides totais. Foi feito em cada tempo de coleta em microplacas de
96 pogos com fundo chato (KASVI K12-096) por meio da leitura da densidade Optica
(D.O) no comprimento de onda (A) = 630 nm. A maioria das bactérias alcanca valores
densidade optica de 1,0, exceto o isolado 122 que apresentou menor densidade optica do
que os demais isolados. Na determinacdo das curvas de crescimento, os isolados
actinobacterianos 5, 80, 90, 107 e 122 comegaram o crescimento logaritmico entre os
tempos 2 (16h) e 3 (28h) e chegaram a fase estacionaria entre os tempos 7 (76h) e 11 (124h)
(Figura 18).

Os pontos dos graficos representam a média de 3 experiencias, com leituras de

DO em triplicata.
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CURVA DE CRESCIMENTO DO ISOLADOS
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Figura 19: Curva de crescimento dos isolados pigmentados, baseado na D.O. As barras de erro representam o
desvio padrio de 3 experiéncias independentes.

5.7. Curvas de producio de carotenoides totais

Se determinou em que fase do crescimento ocorreu a produgdo dos carotenoides
totais. Quantificaram-se os carotenoides totais dos extratos obtidos dos pellets
correspondentes a cada tempo de coleta. Os isolados 80, 90 ¢ 107 foram os maiores
produtores de carotenoides, enquanto os isolados 5 e 122 produziram menor quantidade de
carotenoides totais. A sintese de carotenoides parece estar intimamente relacionada com o
crescimento celular (Figura 19), pois observou-se o comeco de producdo de carotenoides
entre os tempos 3 (28h) e 4 (40h) (fase logaritmica média), e maior producdo entre os
tempos 7 (76h) e 11 (124h) (fase estacionaria inicial). Os pontos dos graficos representam

a média de 3 experiéncias validas, realizadas em duplicata.
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Figura 20: Curva de produgao de carotenoides totais (ug/ml) dos isolados. As barras de erro representam o desvio
padrdo de 3 experiéncias independentes.

5.8. Teste qualitativo de resisténcia a radiacdo UV-B e UV-C

Para avaliar a resisténcia dos isolados a irradiacdo por diferentes doses de UV,
foram escolhidos dois tempos de coleta para cada cultivo: um ponto com pouca produgio
de pigmento (fase logaritmica média) e outro ponto com alta produgdo de pigmento (fase
estacionaria inicial). Assim, do isolado 5 escolheram-se pontos dos tempos 4 (40h) e 8,5
(94h); do isolado 80, pontos dos tempos 3,5 (34h) e tempo 10 (112h); do isolado 90, pontos
dos tempos 4 (40h) e 11 (124h); do isolado 107, pontos dos tempos 4 (40h) ¢ 10 (112h);
do isolado 122, pontos os tempos 3,5 (34h) e 7 (76h), sendo os pontos menores
correspondentes a fase logaritmica média e os pontos maioritarios a fase estacionaria
inicial.

Foi utilizado um teste qualitativo rapido para ver o perfil de resisténcia dos
isolados frente as diferentes doses das irradiacées UV-B ¢ UV-C, em duas fases de
crescimento. Os cultivos dos isolados foram colocados em gota (5 pL) por triplicata em
varias colunas em placas de Petri com meio s6lido LB e cada coluna foi exposta a diferentes
doses de UV, obtidas de forma acumulativa. A Tabela 9 e Figura 20 mostram que o isolado
107 foi a cepa menos tolerante a radiagdo UV-B, chegando até um crescimento moderado
(++) na dose 4 kJ/m® na fase logaritmica média, e até pouco crescimento (+) na dose 8

kJ/m? na fase estacionaria inicial. Quanto a radiagdo UV-C, a Tabela 10 e Figura 21
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mostram que o isolado 107 na fase logaritmica média foi o menos tolerante e chegou até
um crescimento moderado (++) na dose 120 J/m?, mas o isolado 80 na fase estacionaria foi
o menos tolerante e chegou até um crescimento moderado (++) na dose 180 J/m?. Portanto,

o isolado 107, sendo o menos resistente, foi descartado para os seguintes experimentos.

Tabela 9: Registro dos resultados observados do crescimento dos isolados em fase logaritmica média e
estacionaria inicial, sendo gotas de 5 pLL depositadas em varias colunas nas placas com meio de cultivo sélido
LB e expostos a diferentes doses de irradiagdo UV-B.

Dose (UV-B - kJ/m?)

ISOLADO

0 4 8 12 | 16 | 20

5 log ol B B IR I S
5 est. | |+ -
80 log. o I S B S R S S
80 est. | A ] - | -
90 log. | |- - - -
90 est. |+ | | |+
107 log. | +++ | ++ - - - -
107 est. | +++ | +++ | + - - -
122 log. | +++ | +++ | +++ | + | + | +
122 est. el e o (N S I S (RS

Tabela 10: Registro dos resultados observados do crescimento dos isolados em fase logaritmica média e
estacionaria inicial, sendo gotas de 5 pLL depositadas em varias colunas nas placas com meio de cultivo solido
LB e expostos a diferentes doses de irradiagao UV-C.

Dose (UVC - J/m?)
ISOLADO
0 60 | 120 | 180 | 240 | 300 | 500 | 1000 | 1500
5 log. o e i e e I o T S B + -
5 est. | | | + - - - _
80 log. ol o T o e T o e e B - -
80 est. | A | | - - - - -
90 log. | | | + j
90 est. | | + + 4
107 log. | +++ | ++ | ++ - - - ; . j
107 est. | | + + + + + _
122 log. | +++ | +++ | +++ | ++ | ++ | ++ |+ - ;
122 est. Rl o o T o B o e T o + +

80



DOSE (UV-B - kJ/m?)
ISOLADO FASE LOGARITMICA FASE ESTACIONARIA INICIAL
0 4 8 12 16 20 0 4 8 12 16 20
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122

Figura 21: Crescimento dos isolados em fase logaritmica média e estacionaria inicial, sendo gotas de 5 pL
depositadas em varias colunas nas placas com meio de cultivo s6lido LB e expostos a diferentes doses de irradiagéo

UV-B.
Legenda: +++ (crescimento similar ao da bactéria sem irradiar), ++ (crescimento moderado), + (pouco

crescimento).

DOSE (UVC - J/m?)

ISOLADO FASE LOGARITMICA MEDIA FASE ESTACIONARIA INICIAL
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Figura 22: Crescimento dos isolados em fase logaritmica média e estacionaria inicial, sendo gotas de 5 pL
depositadas em varias colunas nas placas com meio de cultivo so6lido LB e expostos a diferentes doses de irradiagio
UV-C.

Legenda: +++ (crescimento similar ao da bactéria sem irradiar), ++ (crescimento moderado), + (pouco
crescimento).

5.9. Sequenciamento do genoma completo e analise gendmica

O DNA genomico dos 4 melhores isolados resistentes a UV no teste qualitativo
foi analisado. O tamanho total do genoma dos isolados varia entre 3948892 e 5241899 pb,
o numero de contigs varia entre 34 e 103, genes anotados dos isolado varia entre 3663 ¢
5024, e o nimero de sequencias codificantes varia entre 3603 e 4971 (Tabela 11).

Baseando-se na identificagdo taxondmica, o isolado 5 foi filogeneticamente
proximo a Arthrobacter psychrochitiniphilus (valor dDDH, ~88.6% ¢ valor ANIb,
~98.64%), o isolado 80 foi filogenomicamente proximo de Arthrobacter stackebrandtii

(valor dDDH, ~23,1% e valor ANIb, ~81,92%), o isolado 90 foi filogeneticamente
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proximo de Arthrobacter stackebrandtii (valor dDDH value, ~23,1%) e de Arthrobacter
sp (valor ANIb, ~81,92%), e o isolado 122 foi filogenomicamente perto de Rhodococcus
fascians (valor dDDH, ~26,1% e valor ANIb, ~86,44%).

Algumas enzimas que sdo codificadas por genes foram identificadas na via de
sintese de carotenoides utilizando a anotagdo Prokka. As enzimas envolvidas na via de
carotegenese sdo 4,4'-diapophytoene desaturase (simbolo crtN) que estd presente no
genoma da estirpe 5; 4,4'-diapophytoene desaturase (simbolo crtN), no genoma da estirpe
80; 4,4'-diapofitoene desaturase (simbolo crtN), no genoma da estirpe 90; licopeno beta
ciclase (simbolo crtl), 4,4'-diapolicopeno oxigenase (simbolo crtNb), 15-cis-fitoeno

sintase (simbolo crtB) no genoma da estirpe 122 (Tabela 11).

Tabela 11: Resumo dos parametros da montagem do genoma e de anotacdo de Prokka (carotenoides) dos
isolado 5, 80, 90, 122.

PARAMETROS | Isolado 122 Isolado 5 Isolado 80 Isolado 90
Tama‘(‘;%‘)’ total 5241899 3948892 4034042 4066178
Numero de 94 34 68 103
contigs
N50 (bp) 253346 434939 202837 114286
Sequéncias 4971 3603 3699 3734
codificantes
Numero de genes 5024 3663 3758 3794
Completude de 100% 99.2% 97.6% 97.6%
genes (BUSCO) ’ e o o
Enzimas lzczf; Zlée 4bZ,t_ a
envolvidas na via di: olveo ’ene 4.4'- 4'- 4'-
de produgéo de POIycop diapophytoene diapophytoene diapophytoene
. oxygenase 15-
carotenoides . desaturase desaturase desaturase
cis-phytoene
(Prokka)
synthase
Ide.ntlﬁfsa(.;ao Rhodococcus Arthrol.)c-lc'ter_ Arthrobacter sp. Arthrobacter sp.
mais proxima sp. psychrochitiniphilus
Fonte de Rizosfera d,e oA Rizosfera de
. Deschampsia Solo ornitogénico Solo amarelo
isolamento . musgo
antarctica

Utilizando o AntiSMASH, foram previstos grupos de genes biossintéticos
relacionados com a produgdo de carotenoides no genoma do isolado 5 (50% de
similaridade com o banco de dados do AntiSMASH), 80 (21% de similaridade com o banco
de dados do AntiSMASH), 90 (21% de similaridade com o banco de dados do
AntiSMASH) e 122 (37% de similaridade com o banco de dados do AntiSMASH). Os
grupos de genes biossintéticos dos isolados compartilharam alguma semelhanga com
outros grupos de genes de outras bactérias que codificam enzimas de carotenoides. No caso
dos isolados 80 e 90, genes anotados compartilharam semelhanga com os que codificam a

enzima licopeno elongase. No entanto, a anotacdo do isolado 5 compartilhou semelhanca
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com genes que codificam licopeno elongase e épsilon ciclase. No caso da anotagdo do
isolado 122, compartilhou semelhan¢a com genes que codificam enzimas fitoeno/squalene
sintase, fitoeno desaturase, geranilgeranil pirofosfato sintase, e fitoeno desidrogenase

(Tabela 12).

Tabela 12: Resumo da anotagdo do AntiSMASH para carotenoides, anotacdo de enzimas encontradas da
comparagdo dos grupos de genes biossintéticos dos isolados com similares agrupamentos genéticos
biossintéticos de carotenoides conhecidos do MIBiG 3.1 (TERLOUW et al., 2023).

ISOLADO ANOTACAO IDENTIDADE - MICRORGANISMO

49%- Corynebacterium glutamicum

Licopeno elongase
49%, 54%- Dietzia sp. CO4

Epsilon ciclase C50
51%- Corynebacterium glutamicum

5 carotenoide
49%- Corynebacterium glutamicum
Fitoeno desaturase 50%- Brevibacterium linens
52%- Dietzia sp. CO4
Fitoeno sintase 46%- Brevibacterium linens
52%- Brevibacterium linens
%0 Fitoeno desaturase 55%- Dietzia sp. CO4

51%- Corynebacterium glutamicum

53%, 58%- Dietzia sp. CO4

Licopeno elongase
50%- Corynebacterium glutamicum

Fitoeno sintase 46%- Brevibacterium linens

52%- Brevibacterium linens

90 Fitoeno desaturase 55%- Dietzia sp. CQ4
51%- Corynebacterium glutamicum
53%- Dietzia sp. CO4
Licopeno elongase
50%- Corynebacterium glutamicum
53%- Streptomyces argillaceus
Fitoeno/ squalene synthase 52%- Streptomyces griseus subsp. griseus NBRC
13350
12 Fitoeno desaturase 52%- Streptomyces argillaceus

Geranilgeranil pirofosfato
) 48%- Streptomyces argillaceus
sintase

50%- Streptomyces griseus subsp. griseus NBRC

Fitoeno desidrogenase
13350
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5.10. Teste quantitativo da resisténcia a radiacio UV-B e UV-C: curvas de

sobrevivéncia na fase logaritmica e estacionaria

Investigou-se a resisténcia bacteriana das fases logaritmica média (producao de
pouco pigmento) e estacionaria inicial (pico de produgdo do pigmento) dos isolados
pigmentados sob. diferentes doses de radiagdo UV-B e UV-C. A irradiacdo UV-B (312
nm) teve taxa de dose de 15 J/m%/s e a irradiagio UV-C teve 2 J/m?/s. Aliquotas foram
retiradas das placas irradiadas, diluidas e finalmente uma gota (10 pL) das dilui¢des foram
colocadas nas placas nos lugares projetados das grades, em triplicata, para determinar a
sobrevivéncia. As curvas de sobrevivéncia foram determinadas calculando as fracdes de
sobrevivéncia (N/NO) (Figuras 24 a 31), a partir do crescimento contando Unidades

Formadoras de Colonias (UFC) de cada diluicdo (Figuras 22 e 23).

DOSE (UV-B - ki/m?)
FASE LOGARITMICA MEDIA FASE ESTACIONARIA INICIAL

ISOLADO

0 4 8 16

107
10
10°
104
10°%
10°¢
107

10?
10?
10°?
80 104
108
10°¢
107

10!
10?
10°
90 104
10°¢

10¢

107
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122

Figura 23: Crescimento dos isolados em fase logaritmica média e estacionaria inicial, sendo gotas de 10 pL

depositadas em varias colunas nas placas com meio de cultivo so6lido LB e expostos a diferentes doses de irradiagio
UV-B, foram feitas varias diluigdes.

ISOLADO DOSE (UV-C - J/m?)
FASE LOGARITMICA MEDIA FASE ESTACIONARIA INICIAL
200

lo.l
107
10°
80 10
10%
10.6
lo.’l

90

122

Figura 24: Crescimento dos isolados em fase logaritmica média e estacionaria inicial, sendo gotas de 10 pL
depositadas em varias colunas nas placas com meio de cultivo s6lido LB e expostos a diferentes doses de irradiagéo

UV-C, foram feitas varias diluigdes.

Nas Figuras 24 a 27 referentes a irradiagdo UV-B, observa-se que a resisténcia do
isolado 5 nao difere muito nas duas fases de crescimento, o isolado 80 teve mais resisténcia
na fase estacionaria inicial (pico de producdo de pigmento) do que a fase logaritmica média

(pouca produgdo de pigmento), enquanto os isolados 90 e 122 resistiram mais na fase
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logaritmica média do que a fase estacionaria inicial. Porém, o isolado 80 foi a unica cepa
pigmentada que teve mais resisténcia na fase com maior producdo de pigmento
(estacionaria inicial) do que na fase com pouca produgao de pigmento (logaritmica média),

mostrando diferenca significativa e tendo provavelmente algum pigmento fotoprotetor.

100, _
107, e

102 |
103
104 i
10
104 g
10-7_% log
1084 | = est

10-9: T T T T
0 4 8 16

Fracao de Sobrevivéncia (N/N0)

Dose UV-B (kJ/m?)

Figura 25: Fragdo de sobrevivéncia da bactéria 5 na fase logaritmica média (@) e estacionaria inicial (m) apds doses
crescentes de radiagdo UV-B (312 nm). Barras de erros representam o desvio padrdo de pelo menos 3 experiéncias
independentes com as réplicas bioldgicas.
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Figura 26: Fragdo de sobrevivéncia da bactéria 80 na fase logaritmica média (®) e estacionaria inicial (m) apds
doses crescentes de radiagdo UV-B (312 nm). Barras de erros representam o desvio padrdo de pelo menos 3
experiéncias independentes com as réplicas bioldgicas (asterisco indica p<0,05 no teste de significancia pelo teste
de Man-Whitney, onetail).
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Figura 27: Fracdo de sobrevivéncia da bactéria 90 na fase logaritmica média (®) e estacionaria inicial (m) apds
doses crescentes de radiagdo UV-B (312 nm). Barras de erros representam o desvio padrdo de pelo menos 3
experiéncias independentes com as réplicas biologicas (asterisco indica p<0,05 no teste de significancia pelo teste
de Man-Whitney, onetail).
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Figura 28: Fragdo de sobrevivéncia da bactéria 122 na fase logaritmica média (®) e estacionaria inicial (m) apos
doses crescentes de radiagdo UV-B (312 nm). Barras de erros representam o desvio padrdo de pelo menos 3
experiéncias independentes com as réplicas bioldgicas.

Nas Figuras 28 a 31, referentes a irradiacdo UV-C, observa-se que a resisténcia
dos isolados pigmentados 5, 80, e 90 ndo difere muito nas duas fases de crescimento. O
isolado 122 foi a unica estirpe pigmentada que teve mais resisténcia na fase com menor
producdo de pigmento (logaritmica média) do que na fase com maior producdo de
pigmento (estacionaria inicial), tendo provavelmente algum mecanismo de resisténcia que
predomina. Apesar das tendéncias mencionadas ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre esses experimentos. Finalmente, com base nos
resultados das experiencias, os isolados 80 e 122 foram escolhidos para avaliar suas
sobrevivéncias nas radiagdes UV-B e UV-C em compara¢do com o organismo modelo E.

coli K12A15.
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Figura 29: Fragéo de sobrevivéncia da bactéria 5 na fase logaritmica média (@) e estacionaria inicial (m) ap6s doses

crescentes de radiagdo UV-C (254 nm). Barras de erros representam o desvio padrao de pelo menos 3 experiéncias
independentes com as réplicas bioldgicas.
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Figura 30: Fragdo de sobrevivéncia da bactéria 80 na fase logaritmica média (®) e estacionaria inicial (m) apos
doses crescentes de radiagdo UV-C (254 nm). Barras de erros representam o desvio padrdo de pelo menos 3
experiéncias independentes com as réplicas biologicas.
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Figura 31: Fragdo de sobrevivéncia da bactéria 90 na fase logaritmica média (®) e estacionaria inicial (m) apds
doses crescentes de radiagdo UV-C (254 nm). Barras de erros representam o desvio padrdo de pelo menos 3
experiéncias independentes com as réplicas bioldgicas.
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Figura 32: Fra¢ao de sobrevivéncia da bactéria 122 na fase logaritmica média (®) e estacionaria inicial (m) apos
doses crescentes de radiagdo UV-C (254 nm). Barras de erros representam o desvio padrdo de pelo menos 3
experiéncias independentes com as réplicas biologicas.
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5.11. Teste quantitativo da resisténcia a radiacdo UV-B e UV-C em comparacio com

o organismo modelo: curvas de sobrevivéncia na fase estacionaria

Comparou-se a resisténcia bacteriana na fase estacionaria inicial (maior produgao
do pigmento) dos isolados pigmentados 80 (possivel pigmento fotoprotetor), 122 e o
organismo modelo E. coli K12A15 sob diferentes doses de radiacdo UV-B e UV-C. A
irradiagdo UV-B (312 nm) teve taxa de dose de 15 J/m?/s e a irradiagio UV-C, de 2 J/m?/s.
Aliquotas foram retiradas das placas irradiadas, diluidas e finalmente uma gota (10 uL) das
dilui¢oes foram colocadas nas placas nos lugares projetados das grades, em triplicata, para
determinar a sobrevivéncia. Como mostrado nos graficos 47 e 48, na irradiagdo UV-B
observou-se que o isolado 80 apresentou uma tendéncia de maior valor do que o controle,
sem significancia estatistica (Figuras 32 e 33). No caso da irradiagdo UV-C, a resisténcia
do isolado 122 foi maior, em comparagdo com o organismo modelo que teve diferenca

significativa com o controle até chegar a dose 200 J/m? (Figuras 34 e 35).

Resisténcia a luz UV-B

100y—=—
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102 ;
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1074 | = 12 g
10%] | v EcoliKI2AIS
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Fracio de Sobrevivéncia (N/N0)

Figura 33: Fragdo de sobrevivéncia das bactérias 80 (e), 122 (m) e E. coli K12A15 (V) na fase estacionaria inicial
(m) apos doses crescentes de radiagdo UV-B (312 nm). Barras de erros representam o desvio padrdo de pelo menos
experiéncias independentes com as réplicas bioldgicas. O asterisco indica p<0,05 no teste de significancia pelo
teste de Man-Whiney, onetail, comparando os resultados das actinobactérias com os da E.coli K12A15.
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DOSE (UV-B - kJ/m?)
FASE ESTACIONARIA INICIAL

ISOLADO

E.coli K12A15

80

122

Diluigédo zero de
todos os isolados
(10

Figura 34: Crescimento dos isolados em fase estacionaria inicial, sendo gotas de 10 puL depositadas em varias
colunas nas placas com meio de cultivo s6lido LB e expostos a diferentes doses de irradiagdo UV-B, foram feitas
varias diluigdes.
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Resisténcia a luz UV-C
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Figura 35: Fracdo de sobrevivéncia das bactérias 80 (e), 122 (m) e E. coli K12A15 (V) na fase estacionaria inicial
(m) apds doses crescentes de radiagdo UV-C (254 nm). Barras de erros representam o desvio padrdo de pelo menos
3 experiéncias independentes com as réplicas bioldgicas. O asterisco indica p<0,05 no teste de significancia pelo
teste de Man-Whiney, onetail, comparando os resultados das actinobactérias com os da E.coli K12A15.
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Figura 36: Crescimento dos isolados em fase estacionaria inicial, sendo gotas de 10 pL depositadas em varias
colunas nas placas com meio de cultivo s6lido LB e expostos a diferentes doses de irradiagdo UV-C, foram feitas
varias diluigdes.

6. DISCUSSAO

O aumento da incidéncia da luz UV-B na Terra ¢ causado pela diminuicdo da
camada do ozoénio (DAY; NEALE, 2002; BERNHARD et al., 2022; CORDERO et al.,
2022), e, devido a contaminag@o da atmosfera, espera-se no futuro que a radiagcdo UV-C
aumente pelo decremento da camada de ozonio (SOFO et al., 2014). Dentre os habitats
com aumento de luz UV se encontra a Antartica que recebe altas intensidades de radiacao
UV devido ao buraco da camada de 0zénio (BERNHARD et al., 2006; CORDERO et al.,
2022), mesmo assim no continente da Antartica existe diversidade de bactérias de
diferentes filos (WILMOTTE et al., 2010; PEETERS et al.,, 2012; LO GIUDICE;
AZZARO, 2019). Porém, a luz UV pode causar possiveis prejuizos aos seres vivos, sendo
que bactérias possuem estratégias de sobrevivéncia para remover ERO, reparar danos
causados pela radiagdo UV (MARKILLIE et al., 1999; GOOSEN; MOOLENAAR, 2008;
NELSON et al., 2018) e produzir metabolitos secundarios como carotenoides que podem
oferecem fotoprotecao (WYNN-WILLIAMS, 1990b; COCKELL; KNOWLAND, 1999;
FRIGAARD et al., 2004; EDWARDS et al., 2006; MOLINE et al., 2009, 2010; PEZZONI
et al., 2011; COPPOLA et al., 2023). Assim, no presente estudo se pretendeu avaliar as
resisténcias dos isolados bacterianos da Antartica sob faixas de irradiacdo UV-B, UV-C, ¢

o papel fotoprotetor dos carotenoides produzidos.

6.1. REATIVACAO DAS BACTERIAS

Em comparagcdo com o meio R2A e o meio Marinho, s6 o meio para lisogenia
(LB) ajudou na reativacdo da maioria dos isolados. Assim, o meio LB ofereceu os
nutrientes necessarios para as actinobactérias terem melhor crescimento e pigmentagao,
sendo esse meio também utilizado nos testes de irradiagdo UV-B e UV-C do presente
estudo. O meio LB também foi utilizado para reativagdo, ensaios de producao de pigmento

eresisténcia a luz UV-A, UV-B e UV-C da actinobactéria Microbacterium sp., isolada solo
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da Ilha do Rei George (REIS-MANSUR et al., 2019). No entanto, o0 meio Marinho e o
meio R2A foram muito utilizados para isolar e realizar estudos de resisténcia a radiacdo
UV-C de bactérias de diversos ambientes aquaticos da Antartica (COPPOLA et al., 2023).
Adicionalmente, os meios LB, Marinho e R2A foram utilizados para isolar e fazer estudos
de sobrevivéncia a radiagdo UV-C de bactérias de ambientes desérticos (PAULINO-LIMA
etal., 2016).

6.2. PRODUCAO E QUANTIFICACAO DE CAROTENOIDES, E
IDENTIFICACAO TAXONOMICA DAS BACTERIAS SELECIONADAS

Cinco isolados (5, 80, 90, 107 e 122) apresentaram maior concentragdo de
carotenoides totais (Tabela 6) cinco isolados ¢ a taxonomia deles mostrou coincidéncia
com os géneros Arthrobacter € Rhodococcus, segundo identificagdo taxondmica do RNAr
16S (Tabela 8). Esses géneros sdo comumente reportados nos solos da Antartica Maritima
(XTAO et al., 2007; LEE et al., 2012, 2018; TOMOVA et al., 2015; CHU et al., 2017;
VILA etal., 2019; CONG et al., 2020; SILVA et al., 2020; LIU et al., 2021; PARK et al.,
2021; SANTA-CRUZ et al., 2021). Adicionalmente, refere-se que o género Arthrobacter
¢ comum nos sedimentos ¢ solos da Antartica (REDDY et al., 2003; DSOUZA etal., 2015;
LAMILLA et al., 2017). Escolheram-se esses cinco isolados tendo em conta que a maior
concentracgdo de carotenoides poderia contribuir para a sobrevivéncia a danos oxidativos,
assim como foi reportado em estudos in vitro nos quais foi avaliado a atividade
antioxidante de carotenoides, resultando maior atividade conforme o aumento da
concentracdo de carotenoides (SHINDO et al., 2007; TIAN et al., 2007; MANDELLI et
al., 2012; PRABHU et al., 2013; KUMAR et al., 2016; HOU et al., 2018; METWALLY
etal.,2022; YU etal., 2022; JIANG et al., 2023). Por consequente os isolados selecionados
com maior concentragdo de carotenoides poderiam ter mais resisténcia aos efeitos foto-
oxidativos causados pela radiacdo UV.

De acordo aos resultados das analises por HPLC-DAD (Figura 12), observou-se
que ha probabilidade de que os isolados 5, 80, 90 ¢ 107 produzam os mesmos carotenoides
principais. Isso pode ser devido a pertencerem ao mesmo género de Arthrobacter. Porém,
ndo foi possivel analisar o extrato do isolado 122, cujos carotenoides provavelmente o se
degradaram, ja que esses pigmentos sdo sensiveis a oxidagdo, luz e calor (KIRTI et al.,

2014; XIAO et al., 2018; MAGHSOUDI et al., 2022).

96



Com base nos resultados das analises por HPLC-DAD-MS/MS (Figuras 13, 14 ¢
15), além de decaprenoxantina e sarcinaxantina, a okadaxantina (MIKI et al., 1994) com
formula molecular (CsoH7202) e pico de absor¢ao semelhante (UV/Visivel) foi encontrada
na base de dados de carotenoides (YABUZAKI, 2017). A okadaxantina (MIKI et al., 1994)
foi isolada de uma espécie do género Pseudomonas, ¢ decaprenoxantina e sarcinaxantina
(WEEKS et al., 1980; GIUFFRIDA et al., 2016; VILA et al., 2019) foram encontrados em
bactérias do género Arthrobacter. Assim, ¢ provavel que decaprenoxantina e/ou
sarcinaxantina estejam entre os carotenoides majoritarios dos isolados deste estudo, uma
vez que aqueles isolados pertencem ao género Arthrobacter. Adicionalmente, nos
resultados de HPLC-DAD-MS/MS foram observados diferentes picos com massa 705.
Pode-se inferir que outros isomeros estejam presentes. Também, ¢ igualmente possivel que
carotenoides de estruturas nunca antes descritas estejam presentes. A identificagcdo de
carotenoides minoritarios nessas amostras, bem como a confirma¢do das estruturas
sugeridas requerem o cultivo em maior escala para purificagdo das substancias e realizagdo
de andlises mais detalhadas. Além disso, teria que se repetir os ensaios com o extrato de
carotenoide do isolado 122 identificado como Rhodococcus, segundo RNAr 16S (Tabela
8).

Contrastando com carotenoides que foram produzidos por bactérias do género
Arthrobacter, reportou-se que Arthrobacter glacialis biossintetiza carotenoides C50:
decaprenoxantina, bisanhidrobacterioruberina, ¢ Ag470 (ARPIN et al., 1975);
Arthrobacter sp. e A. psychrochitiniphilus, decaprenoxantina e seus derivados (ARPIN et
al., 1972; SILVA et al., 2019a; VILA et al., 2019); Arthrobacter arilaitensis,
decaprenoxantina e derivados, e sarcinaxantina e derivados (GIUFFRIDA et al., 2016);
Arthrobacter agilis, Arthrobacter sp., Arthrobacter bussei, o0s carotenoides
bacterioruberina ¢ derivados (FONG et al., 2001; SILVA et al., 2019a; FLEGLER et al.,
2020; VASEY, 2022); e Arthrobacter sp., o carotenoide artroxantina (vermelho) (YU et
al., 2022).

6.3. CURVAS DE CRESCIMENTO E PRODUCAO DE CAROTENOIDES

A comparacdo das curvas de crescimento (Figura 18) das bactérias com as curvas
de produgdo de carotenoides (Figura 19), pode indicar que a sintese de carotenoides esta
relacionada com o crescimento celular; iniciando-se na fase logaritmica e com maior

acamulo na fase estacionaria. Resultado similar foi reportado de Arthrobacter arilitensis
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aonde a sintese de carotenoides parece estar relacionada com o crescimento, comecando a
fase logaritmica entre os tempos de 0 a 48h e a fase estacionaria perto das 144h.
(SUTTHIWONG; DUFOSSE, 2014). Adicionalmente, os resultados t€m contraste com
outros relatos de bactérias em que a produgdo de carotenoides comeca na fase logaritmica,
tornando-se evidente apos a fase logaritmica média e com maior concentragdo chegando a
fase estacionaria (XIONG et al., 1993; GUYOMARC’H et al., 2000; SHATILA et al.,
2013; LEE et al., 2014; IWASAKA et al., 2018; HAGAGGI; ABDUL-RAOUF, 2023).
Também, o padrdo de producgdo de carotenoides dos isolados actinobacterianos do presente
estudo ¢ quase aproximado ao padrdo de outra Actinomycetota, Dietzia natronolimnaea,
que comegou a produgdo de carotenoides entre as 24h e 48h, e teve a maior producdo entre
as 120h e 144h (GHARIBZAHEDI et al., 2014). No caso de crescimento celular similar,
reportou-se Rhodococcus aetherivorans com inicio da fase logaritmica entre 0 e 48h e
inicio da fase estacionaria aproximadamente nas 144h (JIANG et al., 2023). Mas,
recomenda-se avaliar paralelamente a leitura da D.O e a contagem das células vidveis. Tal
vez também, adicionar mais tempos para determinar a fase de morte € o tempo de

decréscimo da produgdo de carotenoides.
6.4. TESTE QUALITATIVO DE IRRADIACAO UV-B, UV-C

Do teste qualitativo de irradiagdo UV-B e UV-C (Tabelas 9, 10 e Figuras 20, 21),
a baixa resisténcia do isolado 107 ndo era esperada porque esta apresenta maior produgao
de carotenoides do que os isolados 5 e 122 (Figura 11). Adicionalmente, se os isolados 5 e
107 provavelmente produzem os mesmos carotenoides (decaprenoxantina e/ou
sarcinaxantina), talvez os carotenoides minoritarios do isolado 5 tenham contribuido para
resisténcia aos danos foto-oxidativos, além dos mecanismos de reparo de DNA ¢ de
resposta ao estresse oxidativo proprios da bactéria. E importante ressaltar que os cultivos
no meio solido foram feitos no escuro para evitar fotorreativagdes depois da exposicdo a
radiagdo UV porque alguns isolados pigmentados podem ser afetados pela luz, de forma
positiva, negativa ou neutra (SUTTHIWONG et al., 2014b; VASEY, 2022). Vale ressaltar
que os testes qualitativos foram feitos para ter uma ideia geral sobre a resisténcia das
bactérias nas diferentes doses, sendo que a maioria dos isolados resistiram até a dose 8
kJ/m? de UV-B e 180 J/m*> de UV-C, e poucos sobreviveram as doses superiores. Para ter
maior reprodutibilidade, o teste poderia ser feito com leitura da D.O e da contagem de

células viaveis em paralelo. Porém, foi necessario realizar posteriores testes quantitativos
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para ter em conta as Unidades Formadoras de Colonias (UFC) e determinar as curvas de

sobrevivéncia dos isolados.

6.5. ANALISE GENOMICA

Dos resultados de analise gendomica dos 4 isolados resistentes no teste qualitativo de
irradiacdo UV (Tabela 11), s6 os valores de ANIb (limite aceitavel para espécie, 95-96%)
e DDH in-silico (corte para delimitar espécies 70%) do isolado 5 estiveram altos,
confirmando a identificacdo de Arthrobacter psychrochitiniphilus. No caso dos valores de
DDH in-silico e ANIb dos isolados 80, 90 e 122, eles foram inferiores ao limite, sendo que
podem ser considerados como novas espécies dos géneros Arthrobacter € Rhodococcus.

Segundo a anotacdo feita pelo programam Prokka, apenas a enzima 4,4’-
diapophytoene desaturase foi encontrada na anotacdo dos genomas dos isolados
Arthrobacter (5, 80, 90), faltando utilizar mais bases de dados porque para produzir os
possiveis carotenoides identificados como decaprenoxantina e/ou sarcinaxantina, o ideal
seria encontrar no minimo enzimas licopeno elongase e ciclases heterodiméricas que sdo
indispensaveis para a sintese desses tipos de carotenoides C50 (KRUBASIK et al., 2001a,
2001b; TAO et al., 2007; NETZER et al., 2010; HEIDER et al., 2014a, 2014b; HENKE et
al., 2017b). Mas na anotagdo do Rhodococcus (122), foram encontradas as enzimas
licopeno beta ciclase, 4,4’-diapolicopeno oxigenasse e 15-cis-fitoeno sintase que podem
indicar que o isolado produz algum carotenoide derivado de licopeno, mesmo que nao foi
possivel fazer as analises de HPLC-DAD e HPLC-DAD-MS/S.

Segundo o AntiSMASH, os isolados 80 ¢ 90 compartilharam semelhanga com a
enzima licopeno elongase que indica que podem sintetizar carotenoides C50. Mas, a
anotacdo do isolado 5 teve semelhanga com licopeno elongase ¢ com épsilon ciclase que
indica que pode sintetizar especificamente decaprenoxantina. No caso do isolado 122, a
anotacdo compartilhou semelhanga com enzimas para a sintese do carotenoide C40
isorenierateno.

Oisolado 122 teve similaridade de presenga de grupos de genes com Rhodococcus
sp. de solos contaminados com petroleo da estagdo Arctowski (Antartica) e Rhodococcus
aetherivorans da regido Xinjiang Uygur, China (JIANG et al., 2023). Esses grupos de
genes similares codificam enzimas como licopeno ciclase, diapolicopeno oxigenasse,
fitoeno sintase, geranilgeranil difosfato sintase e fitoeno desidrogenase. Essas enzimas

participam na formagao de B-caroteno que ¢ o precursor do isorenierateno (STYCZYNSKI
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et al., 2020), sendo que esse ultimo carotenoide demonstrou ter atividade protetora contra

radiagio UV-B e foi isolado de Rhodococcus sp. do Oceano Artico (CHEN et al., 2019).

6.6. CURVAS DE SOBREVIVENCIA SOB LUZ UV-B E UV-C

De acordo com as curvas de sobrevivéncia a luz UV-B entre as fases logaritmica
e estacionaria (Figuras 22, 24 a 27), a alta resisténcia do isolado 80 (Arthrobacter sp.) na
fase estacionaria inicial (maior quantidade de pigmento) em relagdo a fase logaritmica
média (baixa producdo de pigmento), coincide com a hipotese de que a maior concentragao
de carotenoides confere maior capacidade de protecdo frente ao dano oxidativo (SHINDO
etal., 2007; TIAN et al., 2007; MANDELLI et al., 2012; PRABHU et al., 2013; KUMAR
et al., 2016; HOU; CUI, 2018; METWALLY et al., 2022; YU et al., 2022; JIANG et al.,
2023). Neste caso, refere-se ao dano oxidativo que poderia causar a luz UV-B. Segundo
SANTOS et al., (2013), a radiacdo UV-B pode causar foto-oxidacdo pela geragdo de ERO,
e oxidag@o de proteinas e lipideos. Também, esses danos oxidativos seriam menores do
que os efeitos que causaria sob exposi¢do a luz UV-A e maiores do que os efeitos sob
exposicao a luz UV-C (SANTOS et al., 2013). Assim, pode-se supor que o extrato
carotenoide (decaprenoxantina e/ou sarcinaxantina) de Arthrobacter sp. (estirpe 80) que
foi isolado da rizosfera de musgo poderia ter propriedade fotoprotetora frente ao dano
oxidativo da luz UV-B, além dos mecanismos de reparo de DNA e resposta ao estresse
oxidativo proprio da estirpe. Aquilo tem contraste com o fato de que carotenoides C50
possuem potenciais aplicagdes comerciais: sarcixantina e derivados estdo disponiveis em
pedidos de patente como componentes de formulagdes fotoprotetoras (GOKS@OYR, 2010,
2013), e decaprenoxantina e bacterioruberina e derivados tem potencial de aplicagdo como
componentes naturais de fotoprotetores (SILVA et al., 2019a; MA et al., 2023b).

Resultados similares aos de Arthrobacter sp. (estirpe 80) foram reportados em
estudos com radiacdo UV-A, nos quais os pigmentos carotenoides de Panfoea stewartii
sdo sugeridos como fatores de protecdo contra os efeitos da radiacdo UV-A na fase
estacionaria, porque a cepa selvagem e a cepa mutante incolor foram igualmente
susceptiveis na fase logaritmica média, mas a cepa selvagem foi mais resistente do que a
mutante na fase estacionaria (MOHAMMADI et al., 2012). Adicionalmente, em outro
estudo da exposicdo a radiacdo UV-B, Salmonella typhimurium amarela de agua de mar
da Baia Ressurreicdo (Seward, Alaska) teve maior sobrevivéncia de células da fase

estacionaria em comparacgdo com as da fase logaritmica (JOUX et al., 1999).
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De acordo com as curvas de sobrevivéncia a luz UV-C entre as fases logaritmica
e estacionaria (Figuras 23, 28 a 31), a alta resisténcia de Rhodococcus (122) sob luz UV-
C na fase logaritmica média (baixa produ¢do de pigmento) pode ser pelo mecanismo de
resisténcia que possui como o reparo de DNA e resposta ao estresse oxidativo caracteristico
do género. Esses resultados contrastam porque o dano foto-oxidativo que poderia causar a
luz UV-C ¢ menor do que os efeitos foto-oxidativos causados pela luz UV-B e UV-A
(SANTOS et al., 2013), sendo que a luz UV-C pode causar mais quebras de fita dupla,
resultante da interagdo direta com o DNA, em comparagdo com UV-A e UV-B. Assim, os
carotenoides desses isolados ndo ajudariam muito na sobrevivéncia, pelo provavel pouco
dano oxidativo causado pela luz UV-C. Além, disso se encontraram resultados similares
aonde Moraxella sp. foi mais sensivel a UV-C na fase estacionaria do que na fase
logaritmica (KELLER; MAXCY, 1984). Em contraste com os isolados de Arthrobacter
(5,80, e 90) que ndo foram resistentes a UV-C, houve um estudo similar que reportou
isolados de Arthrobacter sp. de Sikkin Himalaya que se mostraram tolerantes
(Arthrobacter aplinus e Arthrobacter glacialis) e nao tolerantes a UV-C (Arthrobacter
scleromae, Arthrobacter ginsengisoli) (MUKHIA et al., 2021).

Sobre resultados similares de curvas de sobrevivéncia a luz UV-B e UV-C nos
quais o carotenoide parece ter um papel ativo sob UV-B, Flavobacterium sp. e
Brevibacterium sp. do solo de mangue e seus pigmentos conferiram maior resisténcia ao
UVA-B do que ao UV-C (PATKI et al., 2021), uma mistura de carotenoides de Pedobacter
terrae com provavel de violaxantina, fucoxantina, pirroxantina e nostoxantina conferiu
resisténcia a radiagio UV-B (CORREA-LLANTEN et al., 2012), Deinococcus sp. que
produz astaxantina foi altamente resistente a UV-B (SAJJAD et al., 2017), Arthrobacter
psychrochitiniphilus que produz a decaprenoxantina e derivados, foi resistente a UV-B
(SILVA et al., 2019a), e a bactéria Cellulophaga fucicola com producdo de carotenoides
zeaxantina e isomeros, b-criptoxantina e b-caroteno, resistiua UV-B endo a UV-C (SILVA
et al., 2019c), e ligeira diferenca observada entre a resisténcia a UV-C de Deinococcus
radiodurans produtora de deinoxantina e a sua cepa mutante incolor (TTAN et al., 2007).

Também, resultados quase similares ao isolado 80 (Arthrobacter) foram obtidos
para uma Arthrobacter isolada do Deserto Namib: células pigmentadas (possivel
bacterioruberina) tiveram sobrevivéncia maior do que as células ndo pigmentadas sob
irradiacdo UV-A e UV-B, mas com perda de protecdo sob luz UV-C, contribuindo a
pigmentacdo na tolerancia a radiagdo UV (VASEY, 2022). Assim como, Arthrobacter

agilis MB8-13 com carotenoides de cor rosa escura, isolada de um sistema aquatico da
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Antartica, teve mais resisténcia a radiacao solar simulada do que isolados nao pigmentados
(DIESER et al., 2010). Em outro relato, Arthrobacter psychrochitiniphilus produtor de
decaprenoxantina e derivados, e Arthrobacter agilis, que produz bacterioruberina e
derivados, foram resistentes a UV-B, mas s6 Arthrobacter agilis foi ligeiramente resistente
a UV-C (SILVA et al.,, 2019a).

Porém, o contrario é relatado em outros estudos em que carotenoides sdo
relacionados com a radiacdo UV-C, Deinococcus radiodurans produtora de deinoxantina
foi mais resistente do que sua cepa mutante incoloraa UV-C (ZHANG et al., 2007; ZHOU
etal., 2015), Micrococcus lylae, que produz astaxantina foi resistente a UV-C (MIRZAIE
et al., 2015), Hymenobacter sp. que teve producdo do possivel pigmento cantaxantina foi
mais resistente a UV-C (ORDENES-AENISHANSLINS et al., 2016) pigmentos
vermelhos e amarelos de Micrococcus roseus e Micrococcus luteus, respectivamente,
demostraram atividade fotoprotetora contra luz UV-C (MOHANA et al., 2013), ¢
Lysobacter enzymogenes com carotenoides semelhantes a xantomonadina foi mais
resistente a UV-C do que a cepa mutante branca (WANG et al., 2013).

As curvas de sobrevivéncia na fase estacionaria foram comparadas com a cepa de
referéncia E.coli K12A15, proficiente em sistemas de reparacdo/tolerdncia a danos do
DNA (NGHIEM et al., 1988) (Figuras 32 a 35). Comparando com outro relato de
fotoprotegao frente a luz UV-B e utilizando o mesmo organismo modelo E. coli K12A15,
o isolado 80 tem resisténcia média com 4 logs de morte, em comparacdo com a
Microbacterium sp. LEMMIJO01, isolada de solo ornitogénico da Ilha Rei George, que teve
perto de 1 log de morte (REIS-MANSUR et al., 2019), todos na dose perto da dose 8 kJ/m>.
Mas comparando com o mesmo relato frente a radiagao UV-C, o Rhodococcus (122) teve
resisténcia média com 3 logs de morte, em comparacdo com a Microbacterium sp.
LEMMIJO1, que teve perto de 1log de morte (REIS-MANSUR et al., 2019) entre as doses
100 e 120 kJ/m?. Os isolados mais resistentes a radiacdo tiveram essa caracteristica,
provavelmente pela sua adaptacdo a incidéncia de UV da Antartica.

No caso de relatos de resisténcia sob UV-B comparados com as da Arthrobacter
(80), e Rhodococcus (122) do presente estudo, se reportou que Arthrobacter agilis das
aguas costeiras do Mar Mediterraneo teve mediana resisténcia a radiacdo solar simulada
(UV-A, UV-B e radiacio fotosinteticamente ativa - PAR) (AGOGUE et al., 2005). Do
relato dos lagos Andinos de Alta altitude, actinobactérias do género Rhodococcus e
Arthrobacter foram reportados por ser altamente resistentes a radiacdo UV-B (RASUK et

al., 2017). Um isolado de Arthrobacter da Enseada Poter (ITha do Rei George) foi mais
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resistente a luz solar do que o grupo Flexibacter-Cythophaga-Bacteroides (HERNANDEZ
et al., 2004). Da laguna Azul, Arthrobacter johnsonii A2 e Rhodococcus sp. A5 mostraram
alta resisténcia a UV-B no seu ambiente natural (FERNANDEZ-ZENOFF et al., 2014).
Em outro reporte, Rhodococcus e sua mutante (lagos andinos de alta altitude de Argentina)
tiveram similar sobrevivéncia, indicando que a perda de pigmento ndo afetou a resisténcia
a UVR (BEQUER et al., 2013), assim como o presente estudo aonde o provavel
carotenoide do isolado 122 nao influenciou na resisténcia a UV-B.

No caso de reportes de resisténcia sob UV-C comparados com as de Rhodococcus
(122) e Arthrobacter (80) do presente estudo, se reportou que Rhodococcus do lago Baikal
(Russia), Antartica, e ambientes hipersalinos da Crimeia e do Mar Morto, foi resistente a
UV-C (GLADKA et al., 2021), os autores referem-se que houve correlacdo entre a
resisténcia a irradiacdo UV e a posi¢do taxondmica, o que permitiria considerar resisténcia
aos raios UV como caracteristica diagndstica em nivel de género. Mas mesmo sendo
bactérias do mesmo género, pode haver diferengas de resisténcias a radiagdo UV-C entre
elas, assim como as bactérias do género Kocuria que foram isoladas de aguas de nascentes
radioativas em Jachymov, Republica Checa (TIMKINA et al., 2022). Contrariamente ao
encontrado no estudo atual, de isolados de verniz de rocha na montanha Whipple (Canada),
Arthrobacter foi reportado como resistente a UV-C (KUHLMAN et al., 2005). Também,
o isolado pigmentado Arthrobacter mysorens da Floresta Nacional Allegheny,
Pennsylvania foi resistente a UV-C (GABANI et al., 2014). Adicionalmente, isolados do
género Arthrobacter de ambientes limpos da NASA, mostraram resisténcia a UV-C (LA
DUC et al., 2007; OSMAN et al., 2008). Por tltimo, isolados da Antartica com produ¢ao
provavel de carotenoides foram identificados pertencentes aos géneros Rhodococcus,
Arthrobacter, e apresentaram resisténcia a radiacdo UV-C (COPPOLA et al., 2023).

Em geral, mesmo com elevada incidéncia de luz solar na Antartica, o presente
estudo teve presenga de bactérias resistentes e ndo resistentes a radiagdo UV. Isso também
¢ corroborado por alguns estudos que encontraram ou ndo correlagdo entre a alta radiagdo
solar dos ambientes e a resisténcia das bactérias a luz UV (ARRIETA et al., 2000;
FERNANDEZ-ZENOFF et al., 2006; GLADKA et al., 2021). Igualmente, varios
microrganismos foram isolados de habitats naturais; indicando sua alta resisténcia a luz
UV (MATALLANA-SURGET et al., 2012; GLADKA et al., 2021).

Os isolados 5 (Arthrobacter psychrochitiniphilus), 90 (Arthrobacter sp.) e 107
(Arthrobacter sp), apesar de terem semelhante composi¢do de carotenoides maioritarios

em relacdo a estirpe 80 (Arthrobacter sp.), ndo apresentaram similar perfil resisténcia a
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UV-B na fase estacionaria inicial (maior concentragdo de carotenoides) em comparagio a
fase logaritmica (baixa concentracao de carotenoides). Aquilo pode ser devido a diferengas
entre as respostas dos microrganismos pigmentados sob UV além que a estrutura dos
pigmentos, a localizacdo na membrana e a concentragdo também podem influenciar
(DIESER et al., 2010). E possivel que a protecio contra radiacio nessas bactérias seja
dependente de outros fatores de maquinaria celular como reparo de DNA e resposta ao
estresse oxidativo, ou ainda que ha substincias minoritarias presentes nos extratos da
estirpe 80 (maior sobrevivéncia na fase estacionaria inicial), mas ausentes nas demais
estirpes, que sejam responsaveis pela maior protegdo apresentada por esse isolado.

Os pigmentos do extrato de carotenoides do Arthrobacter isolado de musgo
(estirpe 80) poderiam estar envolvidos na protecdo contra radiagdo UV-B, mas faltariam
realizar mais testes para confirmar a fotoprotecao do extrato como mistura-lo com a cultura
sem pigmento da cepa modelo E. coli K12A15 para verificar quanto de protegdo conferem
os carotenoides presentes. Sendo potencialmente promissor porque a fotoprotecdo de
metabolitos contra UV-B ¢ um fator interessante, ja que os raios UV-B sdo os principais
responsaveis pelo cancer de pele e queimaduras solares (SAGE et al., 2012; SARKAR;
GADDAMEEDHI, 2018; RAI et al., 2022). Além, disso baseados na diversidade das
respostas fotobioldgicas dos isolados sob luz UV, pode houver uma abordagem integrada
de aspectos moleculares, fisiologicos e/ou produgdo de metabolitos secundarios que
ajudem a entender a sobrevivéncia dos isolados das amostras de solo da Antartida Maritima

frente a radiacdo UV.

7. CONCLUSOES

Objetivou-se com a proposta do presente trabalho avaliar o potencial das
actinobactérias da Antartica na producao de elevadas concentracdes de carotenoides, e
na influéncia dos pigmentos na resisténcia sob radiagdo UV-B e UV-C. Para atingir o
objetivo, primeiramente as bactérias foram sometidas a bioprospec¢do, a determinacéo
das curvas de produgdo de carotenoides, e testes qualitativos e quantitativos de
irradiacao UV.

As condicdes de alta radiacio UV na Antartica podem influenciar no
estabelecimento de microrganismos que resistem a radiagdo UV, sendo uma fonte rica
de bactérias pigmentadas. A maioria das actinobactérias reativadas da Colecdo de

Bactérias Antarticas do LEMM foram identificadas e caraterizadas como produtoras
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de pigmentos carotenoides, mas a maior producdo dos pigmentos foi encontrada em
Arthrobacter psychrochitiniphilus (5), mais trés espécies ndo identificadas do género
Arthrobacter (80,90, 107), e juntamente com outra do género Rhodococcus (122). Este
estudo identificou parcialmente carotenoides raros C50 (decaprenoxantina ou
sarcinaxantina) do género Arthrobacter, confirmado por a presenga de enzimas da via
metabolica desses carotenoides na anotacdo gendmica das estirpes de Arthrobacter.
Por outro lado, além de mecanismos de resposta ao estresse oxidativo e de reparo de
DNA, a presenca da maior concentracdo de carotenoides na fase estacionaria do
Arthrobacter sp. (80), coletado de rizosfera de musgo, provavelmente influenciou na
maior resisténcia a radiacdo UV-B. Assim como, a maior resisténcia a radiagdo UV-C
foi caracteristica do isolado Rhodococcus sp. (122) na fase logaritmica com baixa
producdo de carotenoides, sendo a resisténcia mais relacionada a mecanismos de reparo
de DNA e de resposta ao estresse oxidativo.

Este trabalho contribui no entendimento do possivel efeito fotoprotetor dos
carotenoides raros C50 (decaprenoxantina ou sarcinaxantina), principalmente em
possiveis novas espécies bacterianas da Antartica como a Arthrobacter sp. (80) de
rizosfera de musgo da Ilha do Rei George, Peninsula Antartica. Estas sdo informacdes
iniciais e relevantes visando a exploragdo da fotoprotecdo de bactérias rizosféricas,
produtoras de carotenoides raros C50 da Peninsula Antartica. Este trabalho ¢ precursor
na exploracdo do potencial de novas espécies bacterianas de solos rizosféricos da Ilha
Rei George para producdo de carotenoides C50 fotoprotetores e espera-se a
continuidade e aprofundamento do estudo, visando a aplicagdo como compostos em

cosméticos com foco no efeito fotoprotetor.
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