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RESUMO

O Oceano Atlantico Tropical € uma regido dinamica e de grande importancia mundial.
Essa area vem apresentando mudancas em suas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas, o
que pode impactar os ciclos biogeoquimicos e mudangas na microbiota presente na regido. Os
bioaerossois na area de estudo s&o formados por multiplos compostos, dentre eles, organismos
fangicos que apresentam importancia global devido a seus papéis como nucleadores de
nuvens e possiveis atuantes no clima. Dessa forma, o conhecimento sobre 0s microrganismos
presentes no ar de areas oceédnicas é essencial para compreender o ambiente em que esta
inserido assim como seus papéis no ecossistema. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar a possivel influéncia de variaveis meteoroldgicas e oceanograficas na composicdo da
microbiota dos bioaerossdis ao longo do oceano Atlantico Tropical. Foram realizadas
amostragens microbioldgicas durante expedigdes embarcadas até a area de estudo durante os
anos de 2017 e 2022 em diferentes periodos sazonais buscando a maior diversidade
microbioldgica cultivavel possivel, em conjunto, no momento da realizacdo das coletas,
diferentes variaveis meteoceanograficas foram coletadas. Os resultados microbiologicos de
sequenciamento genético indicam 10 identificacbes divergentes a partir de 19 isolados
obtidos. Destes, ha diferencas entre os géneros isolados das amostras dos anos de 2017 a
2022, assim como héa alternancia de acordo com cada ponto de coleta realizado. O género
predominante foi Aspergillus sp. (26%), seguido por Candida sp. (11%) e Curvularia sp.
(11%) e o restante dos representantes Cladosporium sp. (5%), Cystobasidium sp. (5%),
Exophiala dermatitidis (5%), Neotestudina sp. (5%), Penicillium sp. (5%), Pestalotiopsis sp.
(5%), Preussia sp. (5%) e Rhodotorula sphaerocarpa (5%). Quando comparadas anualmente,
as variaveis meteoceanograficas apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre 0s anos
de coleta. Associando a diversidade microbioldgica e a metodologia de coleta, a umidade
relativa do ar e a velocidade dos ventos foram maiores no ano que apresentou maior
diversidade (2022). O ano de coleta com maior diversidade fungica aerolizada (2022)
apresentou ainda anomalias positivas de temperatura superficial do mar, podendo estar
associado a valores de temperaturas mais altos durante a formagdo da microbiota que é
aerolizada. Em concluséo, a temperatura superficial do mar e a velocidade dos ventos séo,
possivelmente, as principais determinantes da microbiota presente em aerosséis marinhos. Os
resultados refor¢cam a necessidade de pesquisas para aprofundar os conhecimentos acerca do
tema, sobretudo destacando as mudancgas climaticas globais e seus possiveis impactos em

organismos fungicos.



Palavras-chave: bioaerossois: pardmetros meteoceanogréaficos: Oceano Atlantico

tropical; boias pirata.



ABSTRACT

The Tropical Atlantic Ocean is a dynamic region of great global importance. This area
has been showing changes in its chemical, physical and biological properties, which can
impact the biogeochemical cycles in the region and also changes in the microbiota present in
the region. The bioaerosols in the study area are formed by multiple compounds, among them
fungal organisms that have global importance due to their roles as cloud nucleators and
possible actors in the climate. Thus, knowledge about microorganisms present in the air of
oceanic areas is essential to understand the environment in which they are inserted, as well as
their roles in the ecosystem. The present work aimed to evaluate the possible influence of
meteorological and oceanographic variables on the microbiota composition of bioaerosols
along the Tropical Atlantic Ocean. Microbiological samplings were carried out during
embarked expeditions to the study area during the years 2017 and 2022 in different seasonal
periods, seeking the greatest -cultivable microbiological diversity possible. The
microbiological results of genetic sequencing indicate 10 divergent identifications from 19
isolates obtained. Of these, there are differences between the genera isolated from the 2017
and 2022 samples, as well as it varies according to each collection point carried out. The
predominant genus was Aspergillus sp. (26%), followed by Candida sp. (11%) and
Curvularia sp. (11%) and the remaining Cladosporium sp. (5%), Cystobasidium sp. (5%),
Exophiala dermatitidis (5%), Neotestudina sp. (5%), Penicillium sp. (5%), Pestalotiopsis sp.
(5%), Preussia sp. (5%) and Rhodotorula sphaerocarpa (5%). When compared annually, the
meteoceanographic variables showed significant differences (p<0.05) between the years of
collection. Associating microbiological diversity and collection methodology, relative
humidity and wind speed were higher in the year that presented the greatest diversity (2022).
The year of collection with the highest airborne fungal diversity (2022) also showed positive
sea surface temperature anomalies, which may be associated with higher temperature values
during the formation of the microbiota that is airborne. In conclusion, sea surface temperature
and wind speed are possibly the main determinants of the microbiota present in marine
aerosols. The results reinforce the need for research to deepen knowledge on the subject,
especially highlighting global climate change and its possible impacts on fungal organisms.

Keywords: bioaerosols; meteoceanographic parameters; Tropical Atlantic Ocean; pirata

buoys.
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1 INTRODUCAO

O Oceano Atléantico tropical é delimitado entre 20°N e 20°S e 70°W a 20°E, é composto
por trés camadas do oceano superior, Agua Superficial Tropical, Agua Central e Agua
Intermediaria Antartica (Stramma & Schott, 1999).

O oceano Atlantico Tropical (AT) conecta os ramos sul e norte da circulagdo meridional
do Atléantico e recebe entrada de agua doce de alguns dos maiores rios do mundo, dentre eles
0 rio Amazonas. No AT estdo ocorrendo mudancgas significativas nas variaveis fisicas e
biogeoquimicas, incluindo temperatura, oxigénio, disponibilidade de nutrientes e pH (Foltz et
al., 2019). Parte dessas mudancas podem representar alteracdes nos padrdes e variabilidade
climaticos do AT.

A variabilidade do AT envolve processos acoplados oceano-atmosfera e suas interacoes,
mais notavelmente, variagcdes dos ventos alisios, temperatura da superficie do mar (TSM) e
chuva (Xie e Carton, 2004 ). Também podem ocorrer influéncias externas como do EI Nifio
Southern Oscillation (ENSQO), da Oscilacdo do Atlantico Norte (North Atlantic Oscillation —
NAO) e do Anticiclone do Atlantico Sul (Enfield; Mayer, 1997; Libbecke et al.,
2010; Lubbecke; Mcphaden, 2012). A variabilidade interanual do Atléantico tropical pode ser
descrita em termos de dois modos climaticos principais: 0 Modo Zonal Atlantico (Atlantic
Zonal Mod - AZM) e o Modo Meridional Atlantico (Atlantic Meridional Mode - AMM). O
AZM é também comumente conhecido como Nifio do Atlantico, que estd associado a
anomalias de TSM no leste do equador ( Zebiak, 1993), enquanto o AMM ¢ caracterizado por
um gradiente meridional de TSM e anomalias de vento (Lubbecke et al., 2018 ).

A regido equatorial, importante porcao inserida na area do AT, é marcada por correntes
predominantemente zonais, composta por correntes e contracorrentes de leste. As interacdes
oceano-atmosfera desempenham um importante papel no ciclo sazonal de toda a regido do AT
alterando padrfes climaticos de varidveis como correntes, temperatura e sistema de ventos
(Arnault; Kestenare, 2004). Nessa area, eventos de variabilidade e anomalias climaticas
ocorrem em escalas de tempo que variam desde sazonais até multidecenal. Esta variabilidade
interfere na distribuicdo de chuvas, na ocorréncia de condi¢des climaticas extremas, na
temperatura e na biogeoquimica oceédnica. Alteracdes nesses fatores podem desencadear
desequilibrios como secas, inundagdes, ciclones tropicais e afetar ecossistemas marinhos

inteiros, causando sérios impactos econdémicos, sociais e ambientais (Foltz et al., 2019).
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O clima tropical, caracteristico do AT é marcado por altas temperaturas do ar, com
médias anuais que atingem valores acima de 20°C e ainda uma baixa variagdo térmica anual
(TREWIN, 2014). O clima do AT é afetado por diversos sistemas meteoroldgicos, 0s mais
significativos sdo os Sistemas Convectivos de Mesoescala (SCM), os Vortices Ciclonicos de
Altos Niveis (VCANS), os Disturbios Ondulatérios de Leste (DOL) ou Ondas de Leste, e a
Zona de Convergéncia Intertropical (ZCIT) (Coelho, 2004).

A ZCIT exerce um papel de alta importancia nos regimes de chuvas nos tropicos
(Aimola; Moura, 2016), chegando a ser responsavel por até 32% da precipitacdo global
(Kang; Shin; Xie, 2018). Ela é formada pela convergéncia dos ventos Alisios na zona de
maxima temperatura superficial do mar (TSM), ou equador térmico (Ferreira, 1996).
Sazonalmente as caracteristicas da ZCIT migram de 14°N, de agosto a setembro, até a sua
posicdo mais ao sul, em 5°S, de marco a abril, afetando assim o regime de chuvas na regido
oceénica e continental (Melo; Cavalcanti; Souza, 2009 apud Cavalcanti; Schneider; Bischoff;
Haug, 2014). Segundo Philander et al. (1996), essa assimetria da ZCIT se deve sobretudo a
geometria dos continentes. Para Marshall et al. (2014) e Frierson et al. (2013) a posicédo
média ao Norte do equador acontece em grande parte pela influéncia da Circulacdo de
Revolvimento Meridional do Atlantico (CRMA), responsavel por transportar calor através do
oceano para o hemisfério Norte.

Dentre as causas da variabilidade dos parametros meteoceanogréaficos do AT, destaca-se
a presenca caracteristica e ciclica de fenébmenos climéaticos como o El Nifio-Oscilacdo Sul
(ENOS) e o Dipolo do Atlantico (Aragdo, 1998).

ENOS € um poderoso fendmeno climatico com capacidade de alterar o clima global,
influenciando a temperatura e a precipitacdo em todo o mundo (Yang et al., 2018). Ele ¢é
formado por dois eventos acoplados: o El Nifio (EN) e a Oscilacdo Sul (OS). O El Nifio (La
Nifia) é um aquecimento (resfriamento) andmalo das aguas superficiais do Oceano Pacifico
equatorial central e leste. A OS é uma resposta atmosférica as variacbes de temperatura do
Oceano Pacifico Equatorial, levando a mudancas na circulacdo geral da atmosfera. O ENOS
pode durar meses até anos (WMO, 2014). A fase positiva dele causa seca na Indonésia,
Austrélia, Nordeste do Brasil e maiores precipitagdes no Peru, Equador e llhas do Pacifico
central e leste. As regides extratropicais também séo afetadas, com temperaturas elevadas no
Alasca, Sudeste da Asia, sul e sudeste do Brasil e chuvas acima da média no sul e sudeste do
Brasil, Uruguai e norte da Argentina (Aragédo, 1998).

O Dipolo do Atlantico € um modo de variabilidade climéatica ocasionada por anomalias

inter-hemisfericas da TSM no Oceano Atlantico Tropical. Essas anomalias térmicas afetam a
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circulacdo atmosférica da regido, influenciando no deslocamento meridional da ZCIT e na
distribuicdo de chuvas no Atlantico. Nos anos em que o Atlantico Tropical Norte estd mais
quente e o Atlantico Tropical Sul esta mais frio (dipolo positivo), a circulacdo atmosférica
possui movimento ascendente na regido mais aquecida, movendo a ZCIT para a sua posi¢ao
mais a norte, causando secas no nordeste brasileiro e em alguns paises da Africa Ocidental. Ja
quando o Atlantico Norte estd mais frio que o Atlantico Sul (dipolo negativo) os movimentos
atmosféricos ascendentes passam a ocorrer mais ao Sul, levando ao deslocamento da ZCIT e a
precipitacbes no Brasil e na Africa (Moura; Shukla, 1981; Aragdo, 1998). Os padrdes
climéticos e sistemas meteorolégicos caracteristicos da regido também estdo associados a
variabilidade das correntes maritimas do AT.

O sistema de correntes superficiais e profundas, que engloba todas as bacias oceanicas,
é conhecido como Célula de Revolvimento Meridional (Meridional Overturning Circulation -
MOC) (Schmittner et al., 2007). A circulacdo superficial é forcada principalmente pelo
cisalhamento dos ventos, forca de friccdo atua na superficie do mar, uma vez que ocorre a
mudancas na direcdo, velocidade e extensdo nas correntes ocednicas sdo resultantes da
variacdo dos padrbes de vento. Além disso, outro fenbmeno que determina a circulagédo
superficial oceénica sdo os padrdes de vartices, influenciando as correntes superficiais através
da instabilidade dindmica.

O sistema de correntes superficiais do AT é marcado principalmente pela Corrente
Equatorial Sul (SEC) e a Corrente Equatorial Norte (NEC) (Figura 1). O sistema da SEC, a
qual flui desde o Sul da costa da Africa até a costa brasileira, divide-se em trés subcorrentes: a
Corrente Equatorial Sul Sul (sSEC), a Corrente Equatorial Sul Central (cSEC) e a Corrente
Equatorial Sul Norte (nSEC) (Molinari, 1982). A sSEC forma a parte norte do Giro
subtropical do Oceano Atlantico Sul, carregando &gua subtropical da Corrente de Benguela
em direcdo a regido da plataforma do Brasil, a bifurcacdo proximo a costa do Brasil ocorre
entre 10°S e 20°S formando uma corrente de contorno oeste e uma subcorrente: a Corrente do
Brasil (BC) e a Subcorrente Norte do Brasil (NBUC) (Evans; Signorini, 1985; Peterson e
Stramma, 1991). O giro subtropical do Atlantico Sul nos primeiros 100 metros de

profundidade é limitado ao sul pela Corrente do Atlantico Sul (CAS) que flui para leste.
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Figura 1 - Diagrama esquematico da circulacdo atlantica subtropical e tropical rasa (sélido: correntes de
superficie; tracejado: correntes termoclinas). Os ramos de corrente marcados sdo Correntes Equatoriais Norte
e Sul (NEC, SEC), Contracorrente Equatorial Norte (NECC), Corrente e Subcorrente Norte do Brasil (NBC,
NBUC), Correntes Equatoriais Sul e Subcorrentes Equatoriais (SEUC, EUC).
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Fonte: Schott et al. (2002).

A cSEC, atinge a costa brasileira em torno de 5° S transportando em torno de 15 Sv em
direcdo ao Norte, com escoamento intenso de nucleo entre 100 a 150 m bordejando o talude
continental (Silveira et al., 1994). Ao encontrar a NBUC a cCSE soma-se a esta corrente sub-
superficial e as duas formam a Corrente Norte do Brasil (NBC), mais intensa, que continua a
fluir a 22 Sv para noroeste. Depois de atravessar o equador, a NBC segue avangando para
noroeste ao longo da costa e, ao passar pela foz do Rio Amazonas, sofre uma retroflexao para
o leste, aproximadamente em 7 °N e 48°W (Lumpkin; Garzoli, 2005). A NBC flui em direcéo
noroeste, alcangando velocidades maximas de aproximadamente 1,0 m/s (Richardson et al.,
1994). Sua maior taxa de transporte, atingindo 36 x 10° m®s, ocorre em julho-agosto,
enquanto a taxa de transporte minima de 13 x 10% m®/s é observada em abril-maio (Johns et
al., 1998). Essa corrente tem seu papel de destaque em servir como um conduto para oS
nutrientes transportados pela descarga do Rio Amazonas, fluindo na direcdo noroeste ao longo
da plataforma brasileira (Muller-Karger et al., 2005). O transporte da NBC é mais
significativo quando a corrente atinge sua maior latitude, liberando um anel durante esse
processo (Garzoli et al., 2004). A NBC apresenta variacdo sazonal no seu transporte e na sua
trajetoria. Entre fevereiro e junho, verdo e outono no hemisfério Sul, a NBC apresenta fluxo
continuo ao longo da borda oeste do AT para noroeste. Resultando em um padrdo que
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representa o aumento no fluxo da NBC sobre o talude continental na costa brasileira entre o
verdo e 0 outono, em contrapartida o fluxo diminui sobre o talude entre o inverno e o veréo no
hemisfério Sul (Johns et al., 1990). A retroflexdo da NBC ocorre entre as latitudes 5 °N e 10
°N no periodo de julho a janeiro, época predominante dos ventos alisios de sudeste,
alimentando a NECC (Peterson e Stramma, 1991; Bourles et al., 1999). Na parte equatorial
leste, durante a primavera e inicio do verdo, dguas quentes de até 24°C dominam na regido.
No final do verdo, quando é esperado um forte aquecimento superficial, predomina uma
lingua de agua fria. O fortalecimento dos ventos de leste provoca a formacdo de uma
termoclina rasa, causando uma queda nas temperaturas da camada de mistura ao longo do
equador em varios graus e 0 surgimento de uma lingua rasa de &gua fria equatorial entre
30°W - 0°W e 4°S - 2°N (Grodsky e Carton, 2002; Wilson et al., 1994). Em 4°N e 38°W, a
salinidade superficial geralmente varia na faixa de 34,8 no final da primavera e inicio do
verdo, com valores ocasionalmente mais baixos, chegando a 34,4, e aumenta para 36,2 no
final do outono e inverno. Mais a leste, a salinidade superficial € ligeiramente inferior & média
(PIRATA website).

A partir de modelos de circulacdo, Malanotte-Rizzoli (2003) mostraram que a
retroflexdo da NBC gera em torno de 6 a 7 vortices anticiclonicos por ano. Esses vortices
podem ser chamados de anéis e, segundo Garzoli et al. (2003) sdo responsaveis por mais da
metade da troca inter-hemisférica de massa e calor associada a MOC. Eles viajam na direcdo
noroeste ao longo da costa da Guiana devido a conservacdo da vorticidade potencial (Didden
e Schott, 1993; Wilson et al., 2002), com sua separacdo da retroflexdo da NBC observada de
novembro a janeiro, quando a retroflexdo da NBC se funde com a NECC (Didden; Schott,
1993).

A variabilidade da NBC ¢ influenciada pela direcdo dos ventos no norte do Brasil. Os
ventos alisios na faixa equatorial mostram variagdes sazonais, soprando principalmente do
sudeste de junho a novembro e do nordeste de dezembro a maio no AT (Geyer et al., 1996).
Quando o padréo dos ventos alisios é predominantemente de nordeste, a NBC ¢ confinada ao
longo da costa e flui para noroeste. O ramo sul da SEC, apds se tornar BC, passa a ser parte
do giro subtropical do Oceano Atlantico Sul. As correntes que compdem o sistema da
circulagdo do AT apresentam variagOes de acordo com a sazonalidade em larga escala dos
ventos que causam deslocamentos na faixa da ZCIT.

A NEC é caracterizada por seu fluxo para leste, abrangendo uma faixa de profundidade
gue varia de 65 a 270 metros e posicionando-se centralmente em 5°N. Seu limite superior €

frequentemente estabelecido na camada de densidade neutra de 24,5 kg m-3, que separa as
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aguas superficiais tropicais das &guas subtropicais (Bourlés et al., 1999; Goes et al., 2013;
Schott et al., 1995). Embora a velocidade do nicleo NEUC (0,1 a 0,3 m s-1) seja uma das
mais baixas entre as correntes fora do equador impulsionadas pelo vento no Atlantico tropical,
a NEC desempenha um papel crucial como rota de suprimento de oxigénio para a Zona
Minima de Oxigénio (OMZ) no Atlantico Norte Tropical Oriental (Brandt et al., 2010;
Stramma et al., 2008).

A NECC é uma corrente oceanica marcante no Pacifico tropical, fluindo rapidamente de
oeste para leste entre as latitudes aproximadas de 4°N e 10°N (Kendall; Wyrtki, 1967;
Kessler, 2006; Philander; Hurlin, 1987). Ela ¢é posicionada entre a SEC e a NEC, sendo mais
intensa durante o verdo e outono (Philander; Hurlin, 1987; Reverdin et al., 1994). A NECC
estd centrada em cerca de 5°N no oeste do Pacifico e se desloca ligeiramente para o norte a
medida que avanca para o leste, atingindo aproximadamente 7-8°N no Pacifico central e
oriental (Donguy; Meyers, 1996; Johnson et al., 2002). Sua velocidade maxima é de quase 0,5
m/s e normalmente flui acima da termoclina, ndo penetrando mais fundo do que 200-300 m
(Johnson et al., 2002).

Essa contracorrente também ocorre no Atlantico. Sua localizacdo geralmente coincide
com a zona de convergéncia intertropical (ITCZ). A NECC depende do minimo local na
tensdo do vento zonal, esse ocorre devido a convergéncia dos ventos alisios de sudeste do
Hemisfério Sul e dos ventos alisios de nordeste do Hemisfério Norte ao longo da ITCZ. Esse
minimo de tensdo de vento zonal é essencial para a NECC, garantindo sua continuidade (Lee
etal., 2013).

A TSM e sua variabilidade também sdo associadas a sazonalidade e varia¢ao decadal do
clima do AT. Um exemplo disso séo as zonas de ressurgéncia costeira sazonal, como as
préximas a corrente de Benguela (Cabos et al., 2019). No equador, a TSM apresenta um ciclo
sazonal onde hd& um rapido resfriamento causado por ventos de sudeste e um lento
aquecimento da regido (Okumura; Xie, 2004). Esses ventos de sudeste causam ressurgéncia e,
consequentemente, elevam a termoclina na regido sul do equador. De forma geral, o0 ATN
apresenta altas TSMs, visto que é uma regido tropical e que, ainda, é caracterizado pela
presenca e frequéncia de furactes e ciclones tropicais. Dito isso, altos valores de TSMs
podem causar intensificacdo de Ciclones Tropicais, além da migracdo destes eventos de
tempestade causarem um aprofundamento da camada de mistura, e diminuicdo da TSM, efeito
este conhecido como “cold wake” (Cione; Uhlhorn, 2003).

A interface oceano-atmosfera pode ser associada a sazonalidade do AT devido a sua

posicdo na coluna d’4gua, onde, assim, apresenta um papel ativo e relevante na troca de
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produtos quimicos e bioldgicos entre os oceanos e a atmosfera (Cabos et al., 2019, Cunliffe;
Murrell, 2009). A microcamada superficial ocednica (MCSO) corresponde as primeiras
centenas de micrometros da coluna d’agua e, portanto, situa-se na interface oceano-atmosfera
apresentando grande importancia em diversos processos biogeoquimicos globais (Alves,
2014; Cunliffe et al., 2013). A MCSO ¢ a principal contribuinte de componentes para a
formacdo de aerossOis na atmosfera. Esse processo se inicia com a quebra das ondas,
arrastando consigo o ar que, por sua vez, provoca o estouro de bolhas na interface entre o ar e
o mar. Essas bolhas elevam-se na atmosfera, gerando jatos e pequenas gotas de filme, que se
unem para formar o aerossol. Além disso, o processo priméario de formacdo do aerossol
marinho, através da pulverizacdo das ondas do mar, também leva a transferéncia de
microrganismos marinhos e matéria organica para a atmosfera. Esses componentes biologicos
sdo transportados sobre 0s oceanos e eventualmente depositados em outras regides, através de
processos como a deposicao Umida (Figura 2).

Dessa forma, a geracdo de aerossol marinho ndo apenas afeta a composicdo da
atmosfera, mas também desempenha um papel essencial no ciclo dos elementos bioldgicos e
quimicos, influenciando o clima e os ecossistemas em diferentes partes do planeta. (Aller et
al., 2005; Cunliffe et al., 2013; Liss; Duce, 1997) (Figura 2).

Os bioaerossois podem ser definidos como materiais bioldgicos suspensos no ar,
incluindo bactérias, fungos, virus, pélen e seus derivados, como alérgenos, endotoxinas e
micotoxinas (Yao et al., 2018). Eles sdo uma classe integrante dos aerossois. No entanto, sua
diversidade e propriedades, assim como sua variabilidade de longo e curto prazos ainda sao
pouco entendidas. Estas particulas em suspenséo estdo relacionados desde questbes de salde
humana e ambiental até desempenho notavel no sistema climatico: de forma direta ao serem
capazes de dispersar e absorver a radiacdo solar ou indireta, através de um subconjunto de
particulas atuar como catalisador na formagdo de nuvens com os nucleos de condensacao de
nuvens (CCN) ou particulas nucleadoras de gelo (INPs), influenciando, consequentemente,
tamanho das goticulas, a cobertura e duracdo de nuvens e o albedo (Aller et al., 2005; Alves,
2014; Cooley et al., 1998; Georgakopoulos et al., 2009; Alsante; Thornton; Brooks, 2021)
(Figura 2).
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Figura 2 - Geracdo de aerossois e enriquecimento de material organico superficial na interface ar-mar por
estouro de bolhas.
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Fonte: Alsante; Thornton; Brooks (2021).

Historicamente, diferentes estudos tém como objeto diferentes grupos ou géneros ou
classes de organismos presentes nos microrganismo do AT, sua potencial influéncia no clima
da regido e também como esses seriam influenciados pelas variagdes climaticas (Hasset et al.,
2020; Biller et al., 2018; Rama et al., 2016; Ceter, 2018). Entretanto, ainda pouco se sabe
sobre a abundéncia e diversidade dos microrganismos aerolizados a partir da dindmica
oceano-atmosfera sobre o Atlantico. Estudos trazem a associagdo entre esses microrganismos
e os parametros climaticos verificando a maior influéncia de fatores meteorol6gicos sobre as
comunidades bacterianas de bioaerossois do que poluentes presentes no ar da China (Zhen et
al., 2017) ou ainda, a deteccdo de variacdo na concentracdo e distribuicdo de tamanho das
massas de fungos presentes no ar do Oceano Pacifico oeste como resultado de mudancas em
condicBes meteoroldgicas (Yu et al., 2013).

Logo, sabe-se que diferentes parametros meteoceanograficos como a temperatura,
precipitacdo, umidade relativa e velocidade do vento sdo capazes de afetar a distribuicéo e
diversidade de microrganismos, incluindo esporos fungicos (Burch, Levetin, 2002; Ceter,
2018). Apesar do aumento nos esforcos com objetivo de entender essa relacdo entre 0s
microrganismos e as condicdes climaticas, existe uma lacuna relevante de conhecimento e
informagdes sobre a diversidade da aeromicrobiota ao longo AT e como essa seria afetada
pelas variagGes dos parametros meteoceanograficos.
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Assim, esse trabalho conta com a descrigdo geral da &rea de estudo, das ferramentas de
andlise, os resultados e a discussdo sdo apresentados através de manuscritos submetidos a

periddicos cientificos, como principais conclusdes e perspectivas (Apéndice A).
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo € avaliar a influéncia de varidveis meteoroldgicas e
oceanograficas na composicdo da microbiota dos bioaerossois ao longo do oceano Atlantico
Tropical e para isso foram estabelecidos dois objetivos especificos, sdo eles: (1) analisar a
diversidade da microbiota cultivivel presente em bioaerossois ao longo do oceano Atlantico
Tropical; (2) avaliar a possivel influéncia de parametros meteoceanograficos na microbiota do
oceano Atlantico Tropical.

A partir disso, espera-se que a integracao de dados sobre a diversidade micobiolégica ao
longo do oceano Atlantico Tropical em conjunto com dados meteoceanograficos sejam
capazes de produzir informacOes relevantes para compreensdo da potencial capacidade de
influéncia que as mudancas climaticas tém sobre a composicdo, distribuicdo e diversidade

micobioldgica.
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3  AREA DE ESTUDO

Este estudo tem como foco uma porgdo do AT, compreendendo a regido aproximada de
0°N a 20°N em latitude e de 40°W a 35°W em longitude (Figura 3). O objetivo aqui €
apresentar a area de estudo levando em consideracdo as principais variaveis
meteoceanograficas e como essas influenciam na presenca e diversidade microbioldgica ao
longo do AT.

De acordo com Liss e Duce (1997), as correntes oceanicas, por causarem um transporte
e circulacdo das parcelas de agua, podem alterar a espessura da microcamada superficial
oceanica como também a composicdo da microbiota desta camada e, por consequéncia, dos
bioaerossois resultantes da camada. Logo, as correntes superficiais oceanicas desempenham
um papel relevante na composi¢do da comunidade fangica da area de estudo.

Outro importante ponto ao longo do AT sdo as areas significativas de ressurgéncia, sao
elas: a ressurgéncia costeira Senegal-Mauritania, norte do Golfo da Guiné, a ressurgéncia
costeira de Benguela e a divergéncia equatorial. Tendo em vista que a ressurgéncia é a subida
de aguas provenientes de camadas mais inferiores, frias e ricas em nutrientes para a
superficie, é possivel que a partir delas, haja mudancas nas condi¢cbes ambientais que
interfiram no crescimento e composi¢do micobioldgica (Rocke et al., 2020)

A dispersé@o do material da interface oceano-atmosfera pelo vento, em combinacdo com
gradientes de tensdo superficial, representa um mecanismo Unico que garante o transporte
microbioldgico. Adicionalmente, mudancas nas forcantes fisicas como a velocidade do vento
e circulacdo da agua através das correntes superficiais afetam a composicdo e o arranjo
molecular dos biofilmes da microcamada superficial oceédnica e, por consequéncia, a
composicao dos bioaerossois (Alves, 2014; Liss; Duce, 1997).

O aquecimento solar sobre a superficie da Terra ocorre de forma desigual, gerando
diferencas de temperatura no ar e causando as células de vento, sendo a base para toda a
circulacdo atmosférica terrestre (Garrison, 2010) . A temperatura do ar, assim como da
superficie da agua, apresentam variabilidades significativas, altos valores desses parametros
podem ser associados ao surgimento e intensificacdo de ciclones tropicais que causam um
aprofundamento da camada de mistura. A temperatura e a umidade do ar séo fortes
parametros de influéncia na microcamada superficial oceanica, que afeta a viabilidade dos
bioaerossois (Liss; Duce, 1997; Zhen, et al., 2017).

De forma geral, altas temperaturas, alta radiacdo solar e baixas concentragdes de

umidade do ar favorecem o transporte de bioaerossdis, devido o vapor d’agua atmosféricos,
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absorvido pelas particulas, favorecer seu aumento de peso e consequentemente sua deposicao
gravitacional (Qi et al., 2014; Zhen, et al., 2017). Logo, altos valores de umidade do ar, que
sdo caracteristicos de por¢des proximas ao inicio da coluna d’agua, sdo associados a maior
deposicdo gravitacional de particulas e, por consequéncia, de bioaerossois. A temperatura esta
entre as principais variantes fisico-quimicas ambientais que afetam o crescimento e
sobrevivéncia microbioldgica, visto que os microrganismos tém diferentes temperaturas de
crescimento 6timo (Madigan et al., 2010).

Relacionado as variacdes de temperatura do ar e da superficie da dgua do mar, ha as
mudancas de valores de pressdo atmosférica. O aumento da pressdo, por refletir o aumento da
quantidade de ar frio, que isoladamente, pode facilitar uma liberacdo e o transporte de
microrganismos, 0 que pode levar a uma alta abundancia na atmosfera (Zhen et al., 2017).
Além disso, a pressdo atmosférica esta relacionada a concentracdo de oxigénio que é um dos
principais parametros ambientais de controle de crescimento e sobrevivéncia de

microrganismos (Ceter, 2018; Madigan et al., 2010).
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Figura 3 - Area de estudo, ao longo do Atlantico tropical. Esta imagem mostra a espinha dorsal das
boias meteoceanograficas do projeto PIRATA que sdo lideradas pelo Brasil e que correspondem aos

pontos em que foram realizadas as coletas do estudo.
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4 METODOLOGIA

Na area de estudo estdo localizadas as boias meteoceanograficas do Projeto “Prediction
and Research Moored Array in the Tropical Atlantic” (PIRATA), onde foram realizadas as
coletas microbioldgicas durante os anos de 2017 e 2022 (Tabela 1) que fornecem dados a ser
utilizados neste trabalho.

Tabela 1 — Coordenadas dos pontos de coleta realizados na area de estudo realizados entre 0s anos de
2017 e 2022.

Coordenadas
Pontos Datas das Coletas
Latitude Longitude
23/11/2017
P1 15°N 38°W
17/06/2022
25/11/2017
P2 12°N 38°W/
19/06/2022
27/11/2017
P3 8°N 38°W
21/06/2022
30/11/2017
P4 4°N 38°W/
23/06/2022
02/12/2017
P5 o° 350/
25/06/2022

Fonte: O Autor (2023).

4.1 COLETA DE DADOS

A amostragem da microbiota cultivavel presente em bioaerossois ocorreu a partir da
técnica de sedimentagdo espontanea em placas, esta € realizada a partir da exposicéo de placas
de Petri (Figura 4) previamente esterilizadas, por 30 minutos, para a deposic¢ao das particulas
e microrganismos presentes no ar ao longo da superficie do meio de cultura (Pasquarella;

Pitzurra; Savino, 2000; Pasquarella et al., 2007).
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O meio de cultura usado nas placas da coleta foi o Agar Dextrose Batata (ADB), um
meio seletivo para o crescimento fungico. O meio de cultura foi preparado de acordo com as
recomendacdes do fabricante com adicdo de 10pg/ml de Ampicilina, para a inibicdo do
crescimento bacteriano (Sidrin; Rocha, 2012). As amostras coletadas foram armazenadas em

condicGes estéreis até o retorno ao continente e 0 processamento em laboratério.

Figura 4 - Placas de Petri utilizadas para a deposicdo espontanea da microbiota presente no ar da area de estudo.

Fonte: O Autor (2023).

4.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras coletadas foram processadas no Laboratério de Microbiologia Ambiental e
do Pescado (LAMAP) no Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) da Universidade Federal
do Ceara (UFC).

O processamento ocorreu apds 0 armazenamento das amostras que foram inicialmente
hidratadas com salinas de concentracdo de 1% de NaCl e diluidas serialmente em diferentes
concentragdes (10 & 10#) e a partir da técnica do Pour Plate (semeadura em profundidade)
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foram dispostas em aliquotas de 1mL em placas de Petri para a deposi¢do posterior do meio
de cultura, homogeneizadas e incubadas em estufa de crescimento. As placas foram incubadas
por 7 dias a 28° C e o meio de cultura utilizado no processamento foi o Agar Dextrose Batata
(Madigan et al., 2010).

4.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS ESTIRPES FUNGICAS.

A identificacdo das estirpes fangicas cultivaveis, ocorreu com a utilizagdo de inoculos
puros em placas contendo meio Agar Dextrose Batata incubados por 5 a 7 dias em estufa de
crescimento a 28° C (Figura 5). Apds o isolamento dos indculos, cada colénia em que se
obteve sucesso no crescimento isolado do microrganismo por placa de petri, foi passado para
etapa de identificacdo genbmica, esta € composta pela extracdo, reacdo em cadeia de

polimerase (PCR) e sequenciamento do fragmento de DNA.
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Figura 5 — Imagem do crescimento de colénias fungicas em meio de cultura ADB a partir das
amostras de bioaerossdis coletadas no oceano Atlantico Tropical

Fonte: O Autor (2023).

4.4 EXTRACAO DE DNA

A extracdo gendmica para identificagdo completa das estirpes fangicas, foi realizada
segundo a metodologia descrita em Aamir (2015) com adaptacfes. O material é colocado para
crescimento individual em condicdes térmicas de 28 °C por 5 a 7 dias, entdo o micélio é
raspado da superficie do agar, colocado em um microtubo de 2mL e congelado em nitrogénio
liquido para entdo ser triturado com o auxilio de um bastdo de vidro. Ap6s a maceracédo é
adicionado a solugdo tampdo de lise. O microtubo é incubado por 1 hora a 40 °C em banho-

maria e entdo centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos. Ap6s a separacdo durante a
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centrifugacdo, o sobrenadante é transferido para novos microtubos. Nesses, se adiciona 3 pL
de RNAse e se retorna para a incubagdo em banho-maria, a 37 °C por 15 minutos. Entdo, por
duas vezes se adiciona cloroférmio alcool isoamilico (CIA) na proporcéo de 24:1, é feita a
homogeneizacdo e centrifugacdo do material a 13000 rpm por 10 minutos e entdo a
transferéncia do sobrenadante para novos microtubos. E adicionado etanol 100%, para a
precipitacdo do material gendmico, e incubacdo a -20 °C por aproximadamente 1 hora. Apos
o resfriamento da amostra, ocorre outra centrifugacdo a 13000 rpm por 10 minutos, onde,
agora, descartar-se o sobrenadante para manter apenas o pellet formado, neste se faz a adicéo
de etanol 70% e uma Ultima centrifugacdo a 12000 rpm por 5 minutos. Por fim os tubos sdo
colocados para secagem e entdo o pellet de DNA ja extraido é ressuspendido em 50uL de
agua ultra pura e encaminhado para a quantificacdo do DNA por eletroforese em gel de

agarose (Figura 6).

Figura 6 — Exemplo de resultado de procedimento de PCR, onde parte das amostras apresentaram amplificacéo
da parte do DNA desejada, ou seja, geraram amplicons considerados de qualidade suficientes para o
sequenciamento. As amostras numeradas com fundo branco foram coletadas no ano de 2017 e as numeradas com
fundo preto foram coletadas no ano de 2022. As amostras ndo numeradas foram as que néo foi possivel realizar a
amplificacdo do DNA.

Fonte: O Autor (2023).

4.5 REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE (PCR)

A PCR para obtencdo dos amplicons foi realizada utilizando Platinum PCR supermix
que consistia em uma solucdo de reagentes previamente misturados proporcionalmente. Os
primers utilizados foram o ITS-1 (5° — TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"). O mix da reagdo foi preparado para um volume final
de 12,5 uL em que a composicéo e as condic¢des de termociclagem foram descritas na tabela 2

(Tabela 2). As amplificagdes foram realizadas em termociclador AmpliTherm modelo TX96.
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Tabela 2 — Composicdo do Mix de reagentes e das condicdes utilizadas na amplificacdo do DNA de cada
amostra.

Composicdo do mix - .
T I
Reagente Volume Condig0es da Termociclagem
Supermix 10,5 pL Desnaturacéo 94 °C — 5 min.
35 ciclos de:
ITS-1 0,5 pL Desnaturacdo/ anelamento | 94 °C-30s; 52 °C —
30s; 72 °C — 1 min.

ITS-4 0,5 pL A g o .
DNA 1.0 L Extensdo final 72 °C — 5 min.

Fonte: O Autor (2023).

4.6 SEQUENCIAMENTO DE DNA

Os amplicons obtidos foram enviados ao Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas (NPT) do
Instituto Aggeu Magalhdes, da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz — Pernambuco), para a
realizacdo dos sequenciamentos, utilizando sequenciador automatico 3500xL Genetic
Analyzer for Human Identification (Applied Biosystems), tendo como principio o método
descrito por Sanger, Nicklen e Coulson (1977). As sequéncias obtidas foram analisadas no
programa BLAST (ALTSCHUN et al., 1997) e comparadas as sequéncias da base de dados
GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI).

4.7 PARAMETROS METEOCEANOGRAFICOS

Os parametros meteoceanograficos de temperatura do ar, velocidade do vento, umidade
relativa e pressdo atmosférica foram obtidos in situ através dos equipamentos dos navios
utilizados durante os embarques de coleta. Durante as expedi¢cGes ndo foram realizadas
estacOes de CTD, por isso, buscando complementar os dados abidticos, foi incluido dados de
TSM (temperatura da superficie do mar) provenientes de bases de dados online de satélites.
Foram analisados 20 anos de TSM mensal e ventos de superficie (10m), de janeiro de 2003 a
dezembro de 2022. Os dados TSM tém 9Km de resolucdo espacial e estdo disponiveis no
produto MODIS Aqua Level 3, derivado do sensor MODIS da NASA a bordo do satélite
Aqua (http://apdrc.soest.hawaii.edu/). A base de dados dos ventos de superficie € da ERAS5,
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com 0,25 graus de resolugdo. ERA5S é a reanalise ECMWEF de quinta geracdo para o clima
global e tempo nas dltimas 8 décadas.

4.8 TESTES ESTATISTICOS

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Rstudio, que utiliza a
linguagem de programacéo estatistica R, (version 4.2.3, The R Foundation, Vienna, Austria)
foram utilizados readxl, RVAideMemoire, car e os pacotes do tidyverse. Inicialmente foi feito
0 teste de Shapiro-Wilk para verificar a possivel normalidade dos dados meteoceanograficos.
Visto que os esses dados ndo apresentavam distribuicdo normal e devido ao tamanho amostral
optou-se pela realizacdo de testes ndo paramétricos. Foi feito também o teste de Levene para
homogeneidade de variancias das medianas para grupos 2017 e 2022. O Teste de Mann-
Whitney foi realizado para dois grupos independentes das variaveis meteoceanograficas entre
0s anos de 2017 e 2022. O teste de Kruskal-Wallis (ANOVA de uma via para dados nédo

paramétricos) com o valor do qui-quadrado para grupos 2017 e 2022.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo do trabalho foram compilados e organizados de acordo com o
mostrado a seguir, dividindo em categorias de acordo com os fatores bidticos (organismos

fangicos) e abioticos (parametros meteoceanograficos).

5.1 FUNGOS

Dos materiais fungicos, foram obtidos 19 isolados, estes apresentaram resultados
suficientes para o prosseguimento de toda a metodologia. Assim, 19 estirpes flngicas as quais
o material genético (DNA) foi extraido encaminhado para PCR e, por fim, seus amplicons

foram sequenciados (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultados de riqueza micobiol6gica de acordo com cada ponto de coleta.

Cédigo e T Acesso
Ponto de Coleta Amostra Identificacéo Similaridade (GenBank)
P1 1 Aspergillus sp. 95% MN788648.1
P1 12 Neotestudina sp. 97% Ow9o83104.1

Rhodotorula

P2 06.1 sphaerocarpa 86% MT355634.1
P2 7 Aspergillus sp. 89% MK725871.1
P2 5 Preussia sp. 95% KC013967.1

P2 7 Cladosporium sp. 84% KX788174.1

P2 16 Curvularia sp. 86% MN215656.1
P2 23 Penicillium sp. 82% MN634532.1
P2 06.2 Neotestudina sp. 92% 0OW983104.1
P3 8 Penicillium citrinum 87% 0OP163524.1

P3 9 Aspergillus sp. 93% KY203991.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN788648.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=387948DJ01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OW983104.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=387P89YW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT355634.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=36W5CETW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK725871.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=36WVW2WW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC013967.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=387BX39J013
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN634532.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=38985RAJ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OW983104.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=387P89YW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP163524.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=36XP9DFU013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY203991.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=36Y20F0V016
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Dos microrganismos identificados, foram encontrados 13 grupos de identificacOes

genéticas diferentes, entre as quais 4 foram ao nivel de espécie. O género Aspergillus sp. foi o

mais representado (26%), sequido por Candida sp. (11%) e Curvularia sp. (11%) e o restante

dos representantes Cladosporium sp. (5%), Cystobasidium sp. (5%), Exophiala dermatitidis
(5%), Neotestudina sp. (5%), Penicillium sp. (5%), Pestalotiopsis sp. (5%), Preussia sp. (5%)
e Rhodotorula sphaerocarpa (5%) (Figura 7).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY911171.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=36Y5CP8G016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN700120.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=36Y8B8G1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GQ359413.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=386ET9RP013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN540246.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=386S6GS0016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON681710.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=386XPNXX01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC424143.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=389CET02013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP131656.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=38A5NGPG01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN410630.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=38A8YZ95016
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Figura 7 - Porcentagem de identificacdes flngicas encontradas nas coletas microbiol6gicas dos anos de 2017 e
2022 divididas por género.
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Fonte: O Autor (2023).

O género Aspergillus é facilmente encontrado em ambientes marinhos, sendo registrado
sua presenca desde pesquisas pioneiras até as mais atuais (Yang et al., 2021; Michalska et al.,
2021). Um ponto de grande relevancia na predominancia desse género nos resultados
encontrados € a capacidade de esporulacdo e sua associacdo direta com as concentracfes de
diéxido de carbono atmosférico, que vem aumentando historicamente e que aumenta a
esporulacdo dos organismos e consequentemente, sua presenca no ambiente (Ceter, 2018; Xu,
Ramanathan, Victor, 2018).

O género Cladosporium sp. é historicamente encontrado com facilidade em massas de
ar oceanicas e ambientes marinhos, sobretudo em sedimentos de mangue (Yang et al., 2021).
A presenca deste possivelmente se deve a tendéncia dos esporos prosperarem em ambientes
de clima quente e com marcantes correntes de ar, parametros meteorologicos que condizem
com a climatologia da area de estudo, além disso, seus esporos sao afetados principalmente
por variagdes de temperatura média e pressao (Ceter, 2018; Olsen et al., 2019; Grinn-Gofron,
2019).

Organismos fungicos dos géneros de Cladosporium e Aspergillus ja foram encontrados
anteriormente em amostras de bioaerossois da Antartida (Pearce et al., 2009), e ainda em

simbiose com animais na Antartica como espécies de esponjas (Godinho et al., 2019)
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evidenciando, entretanto, a falta de estudos atuais sobre o tema ao longo da area, e ainda
possiveis relacdes de dispersdo microbioldgica.

Candida sp. € um género fungico patogénico e em que algumas espécies sdo
consideradas patdégenos multirresistentes (Dadar et al., 2018). Ja foram encontrados no
ambiente marinho formando associacdo com esponjas (Kaewkrajay, Putchakarn, Limtong,
2021) apds a descarga de efluentes no local (Michalska et al., 2021) abrindo a possibilidade
da interferéncia humana no microbioma aéreo da area de estudo.

Curvularia sp. é considerado um género de distribuicdo mundial e algumas espécies ja
foram encontradas em ambientes aquéaticos e no ar (Manamgoda et al., 2015; Verma et al.,
2013), entretanto é amplamente conhecido por ser um fungo patégeno entre diferentes
espécies de animais e vegetais, inclusive humanos. Vale destacar que esse género, além de
cosmopolita, tem sido descrito através da descoberta recente de novas espécies (Marin-Felix,
Hernandez-Restrepo, Crous, 2020) podendo futuramente tornar-se um risco tendo em vista a
sua capacidade patogénica e a sua identificacdo na area de estudo.

As leveduras do género Cystobasidium sp. foram encontradas recentemente em
associacdo com animais marinhos como esponjas (Kaewkrajay, Putchakarn, Limtong, 2021) e
também coladas na superficie de placas de isolamento térmico presentes em ambientes
marinhos (Parracha et al., 2022), ou seja, essas leveduras estdo presentes no ar marinho
préximos, pelo menos, a regido do Oceano Atlantico Norte e Pacifico Norte.

Exophiala dermatitidis € uma espécie fungica que esta associado a infeccdes cutaneas e
pulmonares. Os organismos desse género estdo presentes em diferentes tipos de ambientes e
apresentam uma capacidade de suportar condi¢fes extremas como grandes temperaturas ou
salinidade e pH varidvel (Babic¢, 2018; Yazdanparast, 2017). Além disso, esse organismo ¢
frequentemente encontrado em regides tropicais, condi¢es naturais que condizem com a area
de estudo, justificando sua ocorréncia e trazendo a problematica de organismos patégenos se
sobreporem em relagcdo aos outros devido a mudancas nas condicdes climaticas como o
aumento da temperatura (Jayaram, Nagao, 2020).

Até onde sabe-se na publicacdo deste estudo, € a primeira vez que se encontra
Neotestudina sp. em ambiente marinho, sobretudo no ar da regido de estudo. Tendo em vista
que esse género pode ser isolado de solos de regides tropicais, sugere-se que seu transporte de
regido terrestre até os aerossois marinhos se deve a partir da influéncia humana na area de
estudo, provavelmente através do fluxo maritimo de embarcac6es, modificando a microbiota
do local (Ezekiel et al., 2020).
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Penicillium sp. € um género amplamente estudado na literatura e, por consequéncia, ja
isolado por diversas vezes do ambiente marinho, como exemplo recente, ele foi encontrado na
agua do mar, macroalgas e troncos resultando em 16 espécies diferentes de Penicillium sp.
isoladas além da descricdo de uma nova espécie (Goncalves et al., 2019). Esse género
também foi encontrado em Vvérias regibes urbanas e litoraneas e sendo considerado poluente
nos aerossois da regido, o que pode levar a indicar com sua presenca na area de estudo que a
qualidade do ar necessita ser melhor avaliada (Stanley; Amesi, 2021)

Quanto ao género Pestalotiopsis sp. sabe-se como este esta presente em ambientes de
mangue e atualmente se mostra como uma ferramenta em avango para pesquisas de
biotecnologia visto que fungos endofiticos sdo recursos prolificos para metabdlitos
secundarios bioativos e, por consequéncia a sua complexidade estrutural esse género tem se
mostrado eficiente (Xu et al., 2019; Zhou, Zheng, Xu, 2021). Com isso, diversos estudos
trazem a pesquisa e identificacdo de novas espécies desse género, o que fomenta a
possibilidade de utilizacdo desse isolado para futuros testes biotecnoldgicos (Wu, Wang,
Yang, 2022).

Preussia sp., assim como outros géneros encontrados, € utilizado na biotecnologia tanto
devido a seus efeitos anti inflamat6rios como na incrementacdo do crescimento de produtos
agricolas (Khadija et al., 2018; Youn et al., 2018). Logo, assim como Pestalotiopsis sp.,
resulta em uma nova possibilidade de obtencdo de produtos biotecnoldgicos.

Rhodotorula sphaerocarpa é uma espécie de um género fungico marcado por ser
associado a patégenos humanos e esta presente no ambiente facilmente. Estudos indicam que
essa espécie aumenta sua respiracdo em ambientes que apresentem maiores valores de
temperatura e ainda que sua reproducdo seja dependente dessa variavel ambiental (Heitger,
M.; Baltar, F, 2023). Além disso, autores indicam que espécies desse género, derivadas de
amostras de dgua marinha, possam apresentar atividade biotecnolégica como antioxidantes e
bioconversor de residuos marinhos, possibilitando mais uma vez a utilizacdo de isolados
obtidos como possiveis produtos biotecnoldgicos (Anwesha et al., 2020; Miranda et al.,
2020).

Quando se trds em possiveis associa¢fes os diferentes géneros encontrados, mas em
mesma amostragem, sabe-se que Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, Exophiala e
Cystobasidium estdo presentes em sedimentos marinhos da Antartica (Vala; Kumar, 2022).
Assim como espécies de Penicillium, Cladosporium sp e Aspergillus foram isoladas a partir
de esponjas marinhas também na peninsula Antartica (Godinho et al., 2019). Ja Aspergillus e

Candida foram isolados de pinguins e pinipedes Antarticos (Devoto et al., 2022). Em algas
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marinhas coletadas na Malésia foi possivel identificar como fungos endofiticos Aspergillus e
possivelmente Exophiala dermatitidis (Latif et al., 2022). Quanto a considerar a presenga e
concentracdo desses organismos como poluentes, na Nigéria, foi encontrado no ar trés dos
géneros presentes nos resultados deste estudo, sdo eles Aspergillus, Candida e Penicillium
(Stanley, Amesi, 2021). Logo, é possivel que haja um tipo de ligacdo de coexisténcia entre
algumas das espécies encontradas na area de estudo.

Quando comparamos o numero de identificacdes que foram encontradas em cada ano de
coleta, sabendo que em 2017 tivemos 9 isolados e em 2022 10 isolados, nas duas amostragens
tivemos resultados similares tendo em vista que em 2017 foram obtidos 9 identificacdes
genéticas divergentes e em 2022 foram obtidos 7 identificacGes genéticas divergentes. Além
disso, dos 6 géneros distintos encontrados no ano de 2017, 4 deles também foram encontrados
na amostragem de quase 5 anos de diferenca, sdo eles os géneros Aspergillus sp., Curvularia
sp., Candida sp. e Penicillium sp. Esses resultados indicam que pelo menos parte significativa
dos organismos cultivaveis encontrados na area de estudo sdo transportados de alguma fonte
até o local ou estdo presentes como parte do ecossistema da area, visto a identificacdo destes
de forma simultanea em outras regides (Godinho et al., 2019; Stanley, Amesi, 2021; Devoto
et al., 2022; Latif et al., 2022; Vala; Kumar, 2022).

Em relacdo aos resultados microbioldgicos de acordo com cada ponto de coleta, em
2017 o ponto que obteve maior diversidade fangica foi o ponto 3 que contou com 6
identificacbes distintas: Penicillium citrinum, Candida sp., Aspergillus sp., Aspergillus
japonicus, Curvularia sp. e Pestalotiopsis sp. Em seguida o ponto 2 contou com 3
identificacbes Rhodotorula sphaerocarpa, Aspergillus sp. e Penicillium citrinum. N&o foi
possivel identificar geneticamente organismos dos outros pontos de coleta.

No ano de 2022, em que conseguiu-se identificar geneticamente organismos de todos 0s
pontos de coleta, com excecdo apenas do ponto 3, o ponto que onde se obteve a maior
diversidade fangica foi o ponto 2 que apresentou 5 identificagdes distintas: Preussia sp.,
Cladosporium sp., Curvularia sp., Penicillium sp. e Neotestudina sp. Seguido pelos pontos 1
e 5 que obtiveram 2 diferentes tipos de identificacdo genética fungica: Aspergillus sp. e
Neotestudina sp.; Candida sp. e Exophiala dermatitidis respectivamente. Por fim, no ponto 4
de coleta identificamos um Unico organismo fungico que geneticamente correspondeu

Cystobasidium sp (Figura 8).
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Figura 8 - Porcentagem de géneros identificados de acordo com cada ponto de coleta no oceano Atlantico
tropical.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

P1 P2 P3 P4 P5

Porcentagem da diversidade fiingica

0%

Pontos de coleta

® Rhodotorula sphaerocarpa ® Aspergillus sp. Penicillium citrinum
m Aspergillus japonicus ® Curvularia sp. Pestalotiopsis sp.

m Preussia sp. m Cladosporium sp. = Neotestudina sp.

m Penicillium sp. = Cystobasidium sp. m Candida sp.

m Exophiala dermatitidis

Fonte: O Autor (2023).

Quando comparamos a diversidade microbioldgica de acordo com os anos isolados,
temos um aumento no ndmero de identificacbes realizadas. Em 2017 obtivemos 7 grupos
distintos de microrganismos isolados e identificados, enquanto no ano de 2022, foram obtidos
2 grupos a mais, ou seja, 9 grupos distintos de microrganismos (Figura 9). Além disso, apesar
da sobreposicédo de parte dos grupos encontrados, alguns apresentaram ocorréncia em apenas
um dos anos de coleta. Os grupos de 2017 que ndo se sobrepuseram em 2022 foram:
Rhodotorula sphaerocarpa, Penicillium citrinum, Aspergillus japonicus e Pestalotiopsis sp.
Assim como 0s grupos que ocorreram em 2022 mas ndo foram encontrados na primeira
coleta, foram: Preussia sp., Cladosporium sp., Neotestudina sp., Penicillium sp.,

Cystobasidium sp., Candida sp. e Exophiala dermatitidis.
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Figura 9 - Porcentagem de géneros identificados de acordo com os dois anos de coleta no oceano
Atlantico tropical.
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Fonte: O Autor (2023).

5.2 PARAMETROS METEOCEANOGRAFICOS E MICROORGANISMOS

Os resultados das variaveis meteoceanograficas obtidas durante as coletas e a partir de
dados onlines de satélite foram compiladas no quadro abaixo (Quadro 1):

Quadro 1 - Parametros meteorol6gicos e oceanograficos dos momentos das coletas microbioldgicas.

o Estaces de coleta 2017 -
Variaveis p1 P> P3 P4 PS5 Média 2017
Temper(i‘tc“)ra doar| .94 | 264 | 355 | 257 | 265 28 5
Umidade Relativa 63 74 49 82 78 69.2
(%)
Pressao

Atmosférica (hPa) 1013 1012 1013 1009 1009 1010,9

Velocidadedo |, , 5.3 8,9 156 18 10,04

vento (nos)
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Temperatura da
Superficie domar | 26,9 27,4 27,9 27,6 26,7 27,3
(°C)
o Estacdes de coleta 2022 .-
Variaveis p1 P2 P3 P4 P5 Média 2022
Temper(i‘tc‘:‘)ra doar| o55 | 255 | 251 | 26,1 25 253
Umidade Relativa 69 76 85 78 81 778
(%)
Pressao
Atmosférica (hPa) 1015 1015 1013 1012 1013 10134
VEISEREREED || o 14 9 5,5 10 11,7
vento (nos)
Temperatura da
Superficiedomar | 25,4 25,9 27,3 28,1 27,8 26,9
(°C)

Fonte: O Autor (2023).

Analisando e comparando os dados meteoceanograficos encontrados é possivel notar
diferencas nos valores dos dois anos coletados (p<0,05) (Figura 10). A média da temperatura
de 2017 foi de 28,5 °C, enquanto que em 2022 foi de 25,3 °C. Inicialmente esperava-se que
essa diferenca pudesse representar uma possivel diversidade microbiolégica maior visto que,
altas temperaturas geralmente estdo associadas a reproducdo de microrganismos, entretanto, a
amostra que apresentou maior diversidade foi a de 2022 (9 identificacBes distintas) em que,
apesar da média ser inferior, apresentou valores bem mais homogéneos (dp = 0,44), diferente
da primeira amostra (dp = 4,03). Os valores de Umidade Relativa do Ar foram maiores e mais
homogéneos nas coletas de 2022, entrando em concordancia com o0s resultados de
diversidade, visto que devido o vapor d’agua atmosféricos ser absorvido pelas particulas,
ocorre o favorecimento do aumento de peso e consequentemente a deposi¢do gravitacional
das particulas, fazendo com que, através da coleta de sedimentagdo espontanea, seja possivel
obter um maior numero de isolados e, consequentemente, de diversidade fungica (Qi et al.,
2014; Zhen, et al., 2017).

A velocidade dos ventos no ano de 2022, apesar de mais heterogéneos, apresentou
maiores valores de média, o que também concorda com a maior diversidade encontrada no
ano de 2022 visto a importancia que os ventos tém na formacdo de bioaerossois, atraves do
estouro das bolhas da microcamada superficial oceanica. Logo, maiores valores de velocidade
dos ventos podem estar associados a geracao de mais particulas de microrganismos presentes
no ar e, por consequéncia, uma maior diversidade (ALVES, 2014; LISS; DUCE, 1997).
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Figura 10 - Graficos de média e desvio padrdo dos dados meteoceanograficos comparando anualmente os dois

anos de coleta (2017 e 2022).
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Ainda assim, a distribuicdo dos dados, de forma geral, ndo apresentou grande variacao,

com excecdo, no ano de 2022, da pressao atmosférica, que atingiu valores acima de 1014 hPa,

e velocidade dos ventos, que chegou até a 20 nés (Figura 10 e 11). A temperatura do ar e a

umidade relativa foram as duas variaveis em que se foi possivel observar valores discrepantes.

A umidade relativa do ar foi a Unica variavel que apresentou assimetria negativa, ou seja, uma

concentracdo dos dados na porcdo de valores mais elevados, o que corresponde com o

esperado para a area de estudo, que é caracterizada por alta precipitacdo e, por consequéncia,

altos valores de umidade relativa (Figura 11).
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Figura 11 — Grafico de boxplots ilustrando diferencas significativas entre os dados meteoceanograficos coletados

em 2017 e 2022.
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Ainda considerando os dados de forma anual, temos os valores de anomalias da

temperatura da superficie do mar e da velocidade dos ventos para novembro de 2017 e junho

de 2022 (Figura 12). Analisando os mapas é possivel perceber que as anomalias indicam que

em 2017 as temperaturas estavam um pouco abaixo da média (anomalias negativas fracas) e

em 2022 a mesma regido apresentava valores de temperatura acima da média (anomalia

positivas mais fortes). Assim, a diversidade foi maior durante o periodo em que a temperatura

da superficie do mar estava acima da média climatoldgica (Figura 9), ressaltando uma

possivel relagdo entre as duas variaveis.
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Figura 12 - Anomalias de temperatura da superficie do mar e ventos em novembro de 2017 e junho de 2022. Os
pontos de coleta (P1 — P5) estdo representados por circulos.
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Fonte: O Autor (2023).

As coletas foram realizadas em periodos sazonais diferentes, no ano de 2017
correspondeu ao inverno no hemisfério norte, ja a de 2022, correspondeu ao periodo de verdo
do hemisfério norte. Essa sazonalidade interfere na posi¢do da ZCIT e, consequentemente, nas
mudancas em larga escala dos ventos alisios (Stramma; Schott, 1999). O deslocamento
meridional da ZCIT faz com que os alisios de sudeste predominem de junho a novembro, o
que concorda com os resultados encontrados neste trabalho, visto 0 aumento da velocidade
dos ventos no ano de 2022 em comparagdo com 2017, assim como relacdo inversa em relacdo
a temperatura do ar (Lumpkin; Garzoli, 2005).

Quando agrupamos esses dados é possivel inferir que, possivelmente, a temperatura da
superficie do mar apresente uma maior influéncia na diversidade microbiolégica do que a
temperatura do ar, visto os dados de diversidade e sua relacio com os dados
meteoceanograficos.

Quando compara-se os dados meteoceanograficos em relacdo a cada ponto de coleta,
destaca-se o ponto de coleta 3 (P3) que obteve os valores de temperatura do ar e temperatura
superficial do mar mais altos e os menores valores de umidade relativa (Figura 13). Essas
caracteristicas favorecem o transporte de bioaerossois, correspondendo aos resultados de
diversidade encontrados, tendo em vista que P3 foi 0 segundo ponto com maior diversidade
microbiologica encontrada. Dentre os pontos de coleta, o ponto 2 (P2) foi o0 que apresentou a
maior distribuicdo de valores de velocidade dos ventos. J& quando avaliamos o ponto de
coleta 4 (P4) temos a menor porcentagem de diversidade fungica o que pode estar associado a

esse ponto ter apresentado o menor valor de velocidade dos ventos que € uma fator
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diretamente associado a composicdo dos bioaerossois, além de baixos valores de velocidade
de vento significarem o baixo transporte microbiolégico no ar e, por consequéncia, a baixa

deposicdo de particulas microbioldgicas (Alves, 2014; Liss; Duce, 1997).

Figura 13 - Resultados de distribuicéo das variaveis meteoceanogréficas e da diversidade fungica nos dois anos
de coleta de acordo com cada ponto de coleta.
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Por fim, as diferengas na diversidade encontradas ao longo dos anos e entre 0s pontos
possivelmente se da devido a influéncia de varidveis abioticas e suas mudangas sazonais,
concordando com diferentes trabalhos que relacionam a concentracdo e identificagdes de
acordo com variacdes nos fatores climatoldgicos (Magyar, 2021, Ceter et al., 2020, Ceter,
2018).
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5  CONCLUSAO

O presente estudo revelou uma diversidade de microrganismos presentes no ar de
regibes oceadnicas e uma possivel relacdo entre abundancia e riqueza de organismos
encontrados e diferentes fatores abioticos.

Houve uma sobreposicdo em parte da diversidade encontrada nas duas amostras dos
géneros Aspergillus sp., Curvularia sp. e Candida sp., ao passo que também houveram grupos
identificados em apenas uma das coletas, sugerindo uma possivel variacdo microbioldgica
sazonal e/ou a alteracdo no microbioma do local devido a mudancas nas caracteristicas
climaticas, sobretudo anomalias de temperatura superficial do mar.

Assim, analisando qual o possivel fator abidtico de maior influéncia sobre a microbiota
do ar oceadnico do Atlantico tropical, destaca-se que, o ano de coleta que apresentou menor
diversidade microbioldgica (2017), apresentou anomalias negativas de temperatura superficial
do mar e velocidade dos ventos, ocorrendo o oposto em relacdo ao ano com maior diversidade
(2022). Além disso, 2022 também apresentou maiores médias de velocidade do vento,
podendo ser responsavel pela maior formacdo de bioaerossdis no ar. Ainda, 2022 também
teve os maiores valores de umidade relativa do ar, o que favorece uma maior diversidade
presente na area para a metodologia de coleta utilizada. Logo, sugere-se que a temperatura
superficial do ar e a velocidade dos ventos, fatores diretamente associados a formagdo de
bioaerossois, sejam as principais determinantes da microbiota.

Embora resultados significativos tenham sido gerados acerca dos microrganismos
presentes na area de estudo e sua relacdo com fatores microbioldgicos, pesquisas ainda sdo
necessarias para aprofundar os conhecimentos acerca do tema, sobretudo destacando as
mudancas climaticas globais que vem ocorrendo e como isso pode afetar organismos mais
suscetiveis a impactos, destacando que, cada microrganismo pode ser impactado de uma

maneira individual.
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APENDICE A - ARTIGO PUBLICADO

CHARACTERIZATION OF THE CULTIVABLE MICROBIOTA COMPONENTS OF
MARINE BIOAEROSOLS IN THE NORTH TROPICAL ATLANTIC

ABSTRACT

Microorganisms are key to balancing marine ecosystems and have complex interactions at the
ocean-atmosphere interface, affecting global climate and human health. This research
investigated the diversity of cultivable bacteria and fungi in marine bioaerosols in the tropical
North Atlantic Ocean. Using the technique of spontaneous sedimentation in selective culture
media, samples were collected during oceanographic expeditions. After isolation and
purification, microbial strains were identified by phenotypic and genetic analyses. Fungi
isolated included Acrophialophora, Aspergillus, Chrysosporium, Cladosporium, Fonsecaea,
Mucor, Rhodotorula, Schizophyllum, Stemphylium, Candida, Curvularia, Cystobasidium,
Exophiala, Neotestudina, Penicillium, Pestalotiopsis and Preussia. The bacterial isolates
belonged to the Firmicutes, Proteobacteria, Enterobacteriaceae family, Bacillus genus, and
Serratia liquefaciens groups. About 40% of bacteria and 42% of fungi were identified as
potential human pathogens, suggesting a relationship between human actions and the
microbiota present in bioaerosols on the high seas. Sea surface temperature (SST) and wind
speed influenced microorganisms. More studies and analyzes in different scenarios should be
conducted considering environmental and climate variables in order to deepen knowledge and
generate information on the subject so that standards can be established, and quality

parameters determined.

Keywords: Bioaerosols, physic-oceanographic parameters, tropical Atlantic Ocean, PIRATE

buoys
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INTRODUCTION

Microorganisms are present in all environments on planet Earth, although in some of these, in
loco sampling is impossible due to difficult access and/or the current absence of compatible
technologies. The oceans, until the last century, were included in this group. The presence of
marine microorganisms in the air over the Atlantic Ocean had not been documented until the
mid-twentieth century, with the first articles published on the subject in the 1950s [1,2].
Research efforts in an attempt to fill these gaps on ocean microorganisms in the atmosphere,
diversity, biogeography, interactions and participation in global biogeochemistry are clear
from the increasing numbers of articles published in the following decades. A quick search on
a free research platform using the combination of keywords: marine microbial, atmospheric
communities, aerosol; resulted in production figures per decade: 1960: 668; 1970: 1510;
1980: 2,510; 1990: 6,120; 2000: 16,200; 2010: 18,200; and 16,100 in the period 2020-2022.
Bioaerosols are conceptualized as solid particles carried by the air originating from biological
organisms [3], which are aerosolized from the marine environment to the atmosphere through
the continuous generation of bubbles caused by the friction of the wind on the surface of the
water [4,5]. The Sea Surface Microlayer (SML) is the main contributor of organic matter and
inorganic salts to the atmosphere [6], including microorganisms, such as bacteria and fungi
[3,6,7,], viruses, pollen and their derivatives, such as endotoxins and mycotoxins [7].

This particulate biological material suspended in the atmosphere has functions for the Earth
system, the climate and public health at the local, regional and global scales, as they act
directly in the dispersion and absorption of solar radiation or, even indirectly, in the formation
of cloud condensation. nuclei, influencing droplet sizes, cloud cover and albedo [4,8,9]. Its
distribution, abundance and diversity are affected by different meteo-oceanographic factors
such as temperature, precipitation, relative humidity and wind speed, as well as climate
change and global warming [10], thus making it essential to collect abiotic data
complementary for the thematic discussion, on a relatively long-time scale and at the time of
sampling.

Among the main factors that impact the microbiological diversity in the atmosphere, there is
the air temperature [11]. In the Tropical Atlantic Ocean, this factor oscillates meridionally,
leading to the Intertropical Convergence Zone (ITCZ), which migrates seasonally, being more
north in June, July, and August and reaching its southernmost position in December, January,
and February. The trade winds are associated with the migration of sea surface temperature
(SST) and ITCZ.
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The SE trade winds move towards the NH (SH) as the ITCZ is further north (south) [12]. In
this sense, despite efforts, information on the diversity and distribution of these organisms
throughout the oceans, especially the Atlantic Ocean, is still scarce. Thus, this article aims to
analyze the diversity of cultivable bacteria and fungi present in marine bioaerosols collected
along the Tropical North Atlantic Ocean (TNA) and also to find possible determinant
relationships between oceanographic and meteorological variables and microbial diversity.

MATERIALS AND METHODS

Study Area

The study area comprised the tropical North Atlantic, from 0° to 15°N (Figure 1-a).
Samplings were carried out during an expedition by the Prediction and Research Moored
Array in the Tropical Atlantic Program (PIRATA) around meteo-oceanographic buoys
(Figure 1-b) and corresponded to the following points: P1 (15°N 38°W), P2(12°N 38°W),
P3(8°N 38°W), P4(4°N 38°W) and P5(0° 35°W). The samples were collected in November
and December of 2017, on board the Hydroceanographic (NPqHo) ship “Vital de Oliveira” of
the Brazilian Navy and in June 2022 on board the oceanographic ship “Antares” of the

Brazilian Navy.
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Figure 1. (a) Location map of the study area; (b) Standard meteo-oceanographic buoy
referring to the PIRATA Project.

Samplings

Microbial particles were collected using the spontaneous sedimentation technique on the
surface of selective culture media in Petri dishes [13,14]. Briefly, selective culture media were
exposed to air for 30 minutes with the opening of the Petri dishes, then closed and
conditioned. Sets, in duplicate, of selective medium for bacteria [Plate Count Agar (PCA,
Difco®) diluted in sea water at 10 ppm] and fungi [Potato Dextrose Agar (ADB) added with
10pg/ml of Ampicillin] were used. The collected material was then transported to the
Laboratorio de Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP - UFC).

Sample processing: isolation and identification of the microbiota

In the laboratory, the grown bacterial colonies were selected and isolated. Cultures were
checked for purity, morphology and cell wall characteristics by Gram staining technique
[15,16]. Then, the cultures were submitted to biochemical tests according to the Bergey
Manual [17] arranged as a dichotomous key in the following phenotypes: production of
catalase and oxidase enzymes, motility, production of hydrogen sulfide (H2S), production of
indole, test of methyl red (VM) and Voges-Proskauer (VP), urea broth, Simmons citrate
[17,18].

For the isolation of fungal cultures, plates with growth were rehydrated (10 ppm NaCl saline
solutions) and diluted. Inoculated plates were incubated at 28°C for 7 days [14]. After
isolation, the samples were purified and, when isolated colonies were obtained, DNA
extraction was performed following Aamir (2015) with adaptations, the polymerase chain
reaction (PCR) using the ITS-1 primers (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 ") and ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") and finally the sequencing of the amplicons achieved.

Oceanographic and meteorological variables

Meteoceanographic data were collected together at the time of collection and were obtained
through equipment present in the facilities of the ships of each shipment. The variables
obtained were wind speed, relative humidity, atmospheric pressure and air temperature.
During the expeditions, no CTD stations were carried out so, seeking to complement the
abiotic data, SST data from satellite databases available online was included. In this work, 20
years of monthly SST and surface winds (10m) from January 2003 to December 2022 were

analyzed. The SST data have a 9 Km spatial resolution and are available in the MODIS Aqua
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Level 3 product, derived from the MODIS sensor from NASA aboard the Aqua satellite
(http://apdrc.soest.hawaii.edu/). The surface wind database is from the ERAS reanalysis
model, with 0.25 degrees of resolution. ERAS is the fifth generation European Center for
Medium-Range Weather Forecasts (ECMWF) reanalysis for global climate. The SST data
were used to analyze the climatology of the study area and to estimate the SST anomalies
during the collection period. The SST anomaly is obtained by removing the monthly
climatological average. The anomaly values make it possible to identify whether the SST was
above or below the historical average during the collection analysis period. In addition, the
satellite data allowed for extracting the values at the same points as the collections analyzed

here.

Statistical analysis

Statistical analyzes were performed using the Rstudio software, which uses the R statistical
programming language, (version 4.2.3, The R Foundation, Vienna, Austria) readxl,
RVAideMemoire, car and the tidyverse packages were used. Initially, the Shapiro-Wilk test
was performed to verify the possible normality of the meteoceanographic data. Since these
data did not present a normal distribution and due to the sample size, non-parametric tests
were chosen. The Levene test was also performed for homogeneity of median variances for
the 2017 and 2022 groups. The Mann-Whitney test was performed for two independent
groups of meteoceanographic variables between the years 2017 and 2022. The Kruskal-Wallis
test (ANOVA one-way for non-parametric data) with the chi-square value for groups 2017
and 2022.

RESULTS

Microbiota cultivable in marine bioaerosols

According to the morphological characteristics of the isolated fungal colonies, 19 colonies
belonging to 9 different genera were identified: Acrophialophora sp. (5%), Aspergillus sp.
(27%), Chrysosporium sp. (5%), Cladosporium sp. (16%), Fonsecaea sp. (27%), Mucor sp.
(5%), Rhodotorula sp. (5%), Schizophyllum sp. (5%) and Stemphylium sp. (5%). Of the
bacterial isolates, 56 isolates representing the phyla Firmicutes (35%) and Proteobacteria
(20%) were characterized; family Enterobacteriaceae (25%); genera Bacillus (5%) and
Serratia liquefaciens (15%) (Table 1).
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Table 1: Operational Taxonomic Units (OTUSs) of bacteria and fungi detected in
bioaerosols collected at points along the coast of Brazil in the TNA ocean and the Equator

line phenotypically identified

Proteobacteria

B Enterobacteriaceae
ac
te | Firmicutes
ri
a | S.liquefaciens

Bacillus

Aspergillus sp.

Fonsecaea sp.

Rhodotorula sp.

Stemphylium sp.

Acrophialophora sp.

Chrysosporium sp.

Schizophyllum sp.

Cladosporium sp.

Preussia sp.

Neotestudina sp.

—-—Q S C T

Preussia sp.

Curvularia sp.

Penicullium sp.

Exophiala dermatitidis

Candida sp.

Pestalotiopsis sp.

Cystobasidium sp.

Mucor sp.

*1t was not possible to isolate strains.
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At the first collection point (P1) bacterial strains belonging to the Phylum Protobacteria and
Firmicutes, and the Enterobacteriacea family were found, as for fungal strains, only the genus
Aspergillus was identified.

At the second (P2) and third (P3) collection points, it was not possible to isolate bacterial
strains in the collected samples. In the selective media there was growth of fungal colonies
with characteristics of the genera: Aspergillus sp., Fonsecaea sp., Rhodotorula sp. and
Acrophialophora sp. (P2), and Fonsecaea sp., Schizophyllum sp., Stemphylium sp.,
Cladosporium sp., Chrysosporium sp. and Aspergillus sp. (P3).

At the fourth collection point (P4), different qualities of bacteria were found, including:
Serratia liquefaciens, phylum Firmicutes, phylum Protobacteria, Enterobacteriacea Family
and Bacillus genus. As for the fungal samples, only the genus Mucor was possibly identified.
At the last collection point (P5) only bacterial microorganisms corresponding to the
Enterobacteriaceae family, phylum Firmicutes and Serratia liquefaciens were found.

As for the results of fungal sequencing, 19 colonies were genetically identified, these data

were compiled in the table below (Table 2):

Table 2 — Microbiological diversity results according to each collection point.

CoII:)Igicr;[iton Code Sample Identification Similarity (GAe%CBeaSr?k)
1 Aspergillus sp. 95% MN788648.1
P1
12 Neotestudina sp. 97% 0Ow983104.1
06.1 Rhodotorula sphaerocarpa 86% MT355634.1
7 Aspergillus sp. 89% MK725871.1
5 Preussia sp. 95% KC013967.1
P2 7 Cladosporium sp. 84% KX788174.1
16 Curvularia sp. 86% MN215656.1
23 Penicillium sp. 82% MN634532.1
06.2 Neotestudina sp. 92% 0Ow983104.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN788648.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=387948DJ01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OW983104.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=387P89YW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT355634.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=36W5CETW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK725871.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=36WVW2WW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC013967.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=387BX39J013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX788174.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=387KED3M013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN215656.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=388F8PCG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN634532.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=38985RAJ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OW983104.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=387P89YW013

P3

P4

P5

11

14

15

16

18

26

29

30

Penicillium citrinum
Aspergillus sp.
Candida sp.
Aspergillus sp.
Aspergillus japonicus
Curvularia sp.
Pestalotiopsis sp.
Cystobasidium sp.
Candida sp.

Exophiala dermatitidis
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87% 0OP163524.1
93% KY203991.1
95% KY911171.1
92% MN700120.1
83% G0359413.1
73% MN540246.1
81% ONG681710.1
87% LC424143.1
88% KP131656.1
86% MN410630.1

Of the microorganisms identified, 10 divergent identifications were found, among which 4

were identified at the species level, the genus Aspergillus sp. was the most represented (26%),

followed by Candida sp. (11%) and Curvularia sp. (11%) and the remaining Cladosporium
sp. (5%), Cystobasidium sp. (5%), Exophiala dermatitidis (5%), Neotestudina sp. (5%),

Penicillium sp. (5%), Pestalotiopsis sp. (5%), Preussia sp. (5%) and Rhodotorula

sphaerocarpa (5%).

Oceanographic and meteorological variables

The parameters that were obtained were organized in the following table:

Table 3 - Meteorological and oceanographic parameters of the moments of microbiological

collections.

Environmental
Parameters

Collect points 2017

Collect points 2022

PL [ P2 | PB3 | P4 | P5

PL [ P2 | P3 | P4 | PS5

Air Temperature (°C)

Relative humidity (%)

Atmospheric Pressure
(hPa)
Wind Speed (knots)

284 264 355 257 265
63 74 49 82 78
1012. 1008. 1008.
1013 1012 6 6 5
2.4 5.3 89 156 18

252 255 251 26.1 25

69.0 76.0 850 780 810

1014. 1014. 1012. 1012. 1012.
7 9 9 1 7
20 14 9 5.5 10


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP163524.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=36XP9DFU013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY203991.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=36Y20F0V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY911171.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=36Y5CP8G016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN700120.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=36Y8B8G1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GQ359413.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=386ET9RP013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN540246.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=386S6GS0016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON681710.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=386XPNXX01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC424143.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=389CET02013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP131656.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=38A5NGPG01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN410630.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=38A8YZ95016
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Sea Surface

o 269 274 279 276 26.7 | 254 2595 27.35 28.16 27.8
Temperature (°C)

Statistical tests were performed to verify the presence of significant differences (Figure 2).
Thus, the results indicate significant differences in the abiotic variables (p<0.05) between the
collection years (2017 and 2022), which results in possible significant differences in the

organisms found between the collection years (2017 and 2022).
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Figure 2. Boxplot comparing abiotic data annually (2017 and 2022). a) Air Temperature, b)

Relative humidity, ¢) Atmospheric pressure, d) Wind speed and e) Sea Surface Temperature.

SST and surface wind data allow us to analyze the climatology and anomalies of the study
area (Figures 3 and 4). Figure 3 shows the seasonal climatology of SST and surface winds. As
expected, in the TNA, the SST is lower during the DJF and higher during the JJA, oscillating
around 2°C throughout the year. This migration drives the trade winds and the ITCZ, which is
north in JJA and south in DJF.



62

R T

\‘i\\\\\\ .
N
AR

20g
Borw

Figure 3. Seasonal SST climatology for (a) DJF (b) MAM (c) JJA (d) SON.

SST and wind anomalies were calculated for the period of the oceanographic campaigns,
removing the monthly climatological average for the specific months and years of the
oceanographic campaigns analyzed in this study. It would show us if the oceanic and
atmospheric conditions were close to the climatology or presented atypical conditions. Figure
4 shows the SST anomalies and surface winds values for November 2017 and June 2022.
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Figure 4. Sea surface temperature (MODIS Aqua) and wind (ERA5) anomalies for (a)
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oscillations in monthly climatology. Positions P1 to P5 are indicated by circles.

During the 2017 shipment, SST varied little concerning the historical average. However, it
showed negative anomalies mainly at points P3 to P5. During the 2022 shipment, the same
region presented positive SST anomalies. This characteristic agrees with the statistical results
that bring significant annual differences between the variables. Therefore, there were
significant yearly variations of SST, which were below the climatological averages in 2017
and above the climatological average in 2022, indicating once again that differences in this

parameter can influence and cause changes in the microbiota found.

DISCUSSION

Multiple microbiological genera were found in the study area, evidencing a plurality that,
until now, is at least little known and studied. In addition, the relationship between specimens
and anthropogenic presence or action is remarkable.

As for the fungal genera, Fonsecaea, Rhodotorula, Mucor and Acrophialophora are widely
associated in the literature with human pathogens and are present in the air of different
environments, especially in urban areas and coastal cities [20-23]. The presence of these
representatives that are potentially pathogenic for humans in marine bioaerosols along the
ocean can be caused due to different reasons, including the intense ship traffic and its
relationship with tourist activities, industrialization and global warming [24,25]. These

mentioned anthropogenic activities impact and interfere with the sustainability of the marine
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environment due to changes in symbiotic relationships and microorganisms in the marine
environment [26].

Chrysosporium is a genus present in different marine ecosystems including algae, sponges
and fish, making its presence in the study area consistent and expected. It is also important to
emphasize the biotechnological capacity that the genus presents through the production of
basic structures for the production of new drugs [27].

From pioneering research into atmospheric microbiota diversity to current research into the
marine environment, the genus Aspergillus is found [28]. In addition to the amplitude in its
presence, Aspergillus sporulation capacity and its association with atmospheric CO>
concentrations are known, increasing the sporulation of organisms and, consequently, their
presence in the environment [10]. Historically, species of the genus Cladosporium are often
found in oceanic air masses and marine environments, especially in mangrove sediments [28].
The presence of Cladosporium can be explained due to the tendency of these spores to thrive
in environments with a hot climate and air currents, parameters that are remarkable in the
collected sites, in addition, their spores are mainly affected by variations in average
temperature and pressure [10,29,30]. Fungal organisms of the Cladosporium and Aspergillus
genera have previously been found in bioaerosol samples from Antarctica [31], evidencing,
however, the lack of recent studies on the subject throughout the study area, or even possible
relationships between the study area and the places where they are already present.

Species of the genus Stemphylium have a long record of detection in bioaerosols in different
regions and altitudes, including along the Atlantic Ocean [32]. Despite the higher frequency in
polar air masses, exposure to different temperatures and pressure can modify sporulation,
possibly increasing it, which prolongs and favors its permanence and transport of fungal
organisms to other locations [29,30].

Species of the genus Schizophyllum are cosmopolitan in occurrence and, according to Klein
(2022), different concentrations of carbon dioxide can affect the reproduction of species of
this genus, as well as low concentrations of this gas allow the formation of more complex
fungal structures.

Regarding the bacterial material found, it was composed of bacteria that have significant
pathogenic potential, such as those of the Enterobacteriaceae family, which, as they are not
considered inhabitants of marine environments, are associated with pollution from the
mainland, or even through ship traffic in the region associated with tourist and industrial
activities [25]. In some of the older studies, the genus Bacillus appears in abundance [5],

however, according to our results, in the TNA, only one isolate corresponded to this genus.
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This could possibly be explained due to the fact that gram-negative bacteria are more
commonly found in the marine environment, in agreement with works by other authors in
relation to the marine environment [34]. The Firmicutes phylum was the most abundant in
strains isolated from marine bioaerosols (35%), according to Seifried et al. (2015) in their
research on the spatial distribution of bacterial populations in marine bioaerosol samples
during a cruise from the North Sea to the Baltic Sea, identified representatives of the phylum
Firmicutes in 8.3% of the isolates. According to Ghosh and Bhadury (2019) in their study on
bacterioplankton in estuaries, the phylum Firmicutes did not appear to be an abundant
component, with the exception of the estuary which had significant values of suspended
particulate matter, indicating that they are more represented in waters of great turbidity, as
well as the surface waters of the study area, which have high values of wind speed that carry
the microbiota from the waters and transport it to the air. The phylum Proteobacteria
represented 20% of the isolates, the second most abundant in the results, corresponding with
the results of pioneering studies such as Urbano et al. (2011), in which most of the isolates
belonged to the Phylum Firmicutes and Proteobacteria, converging with the results obtained
and also more recent studies such as Ghosh and Bhadury (2019) and Sanz-Saez (2020). The
Serratia liquefaciens species is characterized by inhabiting different environments, such as
sediment, water, and has already been found in marine organisms [37], in addition to being
associated with the production of histamine that causes contamination in humans [38].
Therefore, given its presence in the microbiota of marine organisms, it is possible that it was
carried and, therefore, was found in the bioaerosols collected in this study.

The biogeographical patterns of microorganisms are little known and are controlled by
multiple factors (selection, drift, dispersion and mutation) [39]. When focusing on
bioaerosols, the most important of them becomes dispersal, which may depend on the
properties of each taxon such as initial abundance in the community of origin. The dispersion
of bioaerosols is directly linked to the atmospheric dispersion capacity that works as a
limiting factor, considering environmental variables such as the rate of UV radiation [40].
That is, the richness found in this work is directly associated with the ability of this rate to
survive and adapt to dispersion in the atmospheric environment.

When we compare the characterization data with the sequencing data, it is possible to notice
that there was an overlap of some genera, among them Aspergillus sp., Cladosporium sp.,
Rhodotorula sp. This overlap corresponds to approximately 48% of the samples that were

characterized. Indicating that, despite the divergences between the samples that were
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identified and gives greater security of genetic identification, the characterization is able to
provide some significant idea of the local microbiota.

In addition, we also obtained a coincidence in the genera that were found according to each
buoy when we compared the data obtained in relation to characterization and sequencing. In
P1, P2 and P3, in both types of identification, it was possible to identify the genus Aspergillus
sp., as well as Rhodotorula was identified in P2 in both identification methodologies.

Candida sp. is a pathogenic fungal genus in which some species are considered multiresistant
pathogens [41] and have already been found in the marine environment forming association
with sponges [42] after the discharge of effluents at the site [43] opening up the possibility of
human interference in the aerial microbiome of the study area.

Curvularia sp. is considered a genus of worldwide distribution and some species have already
been found in aquatic environments and in the air [44,45], however it is widely known to be a
pathogenic fungus among different species of animals and plants, including humans. It is
worth noting that this genus, in addition to being cosmopolitan, has been described through
the recent discovery of new species [46] and may in the future become a risk in view of its
pathogenic capacity and its identification in the study area.

Yeasts of the genus Cystobasidium sp. were recently found in association with marine animals
such as sponges [42] and also attached to thermal insulation boards present in marine
environments [47], that is, these yeasts are present in the marine air close, at least, to the
region of the North Atlantic Ocean and North Pacific.

Exophiala dermatitidis is a fungal species that is associated with skin and lung infections.
Organisms of this genus are present in different types of environments and have the ability to
withstand extreme conditions such as high temperatures or salinity and variable pH [48,49]. In
addition, this organism is often found in tropical regions, natural conditions that are consistent
with the study area, justifying its occurrence and bringing the problem of pathogenic
organisms overlapping in relation to others due to changes in climatic conditions such as
increased temperature [50].

As far as it is known in the publication of this study, it is the first time that Neotestudina sp. in
a marine environment, especially in the air of the study region (12°N and 15°N). Bearing in
mind that this genus can be isolated from soils in tropical regions [51] and has historically
been associated with skin diseases [52 — 54], it is suggested that its transport from land to
marine aerosols is due to human influence in the study area, probably through the maritime
flow of vessels, modifying the local microbiota. Another important point is that this species

was only found in the 2022 collection, suggesting that its presence is seasonal, or that climate
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anomalies may be associated with changes in the microbiota of the area, since, in 2020,
another species of the same genus also was found for the first time in soil samples in Nigeria
[51].

Penicillium sp. is a genus widely studied in the literature and, consequently, already isolated
several times from the marine environment, as a recent example, it was found in seawater,
macroalgae and tree trunks resulting in 16 different species of Penicillium sp. isolated beyond
the description of a new species [55]. This genus was also found in several urban and coastal
regions and is considered a pollutant in the region's aerosols, which may indicate, with its
presence in the study area, that the air quality needs to be better evaluated [56].

As for the genus Pestalotiopsis sp. it is known how this is present in mangrove environments
and is currently shown to be an advancing tool for biotechnology research since endophytic
fungi are prolific resources for secondary bioactive metabolites and, as a result of its structural
complexity, this genus has proven to be efficient [57,58]. With that, several studies bring the
research and identification of new species of this genus, which encourages the possibility of
using this isolate for future biotechnological tests [59].

Preussia sp., like other genera found, is used in biotechnology both due to its anti-
inflammatory effects and in enhancing the growth of agricultural products [60,61]. Therefore,
like Pestalotiopsis sp., it results in a new possibility of obtaining biotechnological products.
Rhodotorula sphaerocarpa s a species of a fungal genus marked by being associated with
human pathogens and is easily present in the environment. Studies indicate that this species
increases its respiration in environments with higher temperature values and even though its
reproduction is dependent on this environmental variable [62]. In addition, authors indicate
that species of this genus, derived from marine water samples, may present biotechnological
activity as antioxidants and bioconverter of marine residues, allowing once again the use of
isolates obtained as possible biotechnological products [63,64].

It is necessary to emphasize how, within this richness found throughout the TNA, the most
significant part of the results suggest microorganisms that are associated with the presence
and actions of human beings. That is, in addition to the indirect anthropic impact associated
with the increase in emissions of global warming gases, such as carbon dioxide, and how
these interfere both in environmental variables that interfere in the local microbiota and in the
reproduction and viability of microorganisms, there is also the impact direct that occurs
through the ship traffic that historically occurs in the area and that directly deposits exotic

species in the region, altering the microbiome of the area.
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Microorganisms are directly impacted by different environmental variables (air temperature,
wind speed, UV radiation, etc.) that control both the survival and permanence as well as the
ability to reproduce and viability of microbiological spores, which varies according to each
species [65].

With that, we have the association between the fungal diversity found and the climatic
parameters, where according to the means and distributions found (Figure 2), it is possible to
notice differences in the values of the two years collected (p<0.05), these significant
differences of abiotic data can influence and result in changes in the microbiota present in the
study area. The average temperature in 2017 was 28.5°C, while in 2022 it was 25.3°C.
Initially, it was expected that this difference could represent a possible greater fungal
diversity, since high temperatures are generally associated with the reproduction of
microorganisms, however, the sample that presented the greatest diversity was that of 2022 (9
different identifications) in which, despite the average being lower, presented much more
homogeneous values (sd = 0.44), different from the first sample (sd = 4.03). The Relative
Humidity of the Air values were also higher and more homogeneous in the 2022 collections,
agreeing with the diversity results, since due to the atmospheric water vapor being absorbed
by the particles, weight gain is favored and consequently the gravitational deposition of the
particles, making it possible, through the collection of spontaneous sedimentation, to obtain a
greater number of isolates and, consequently, fungal diversity. The wind speed in the year
2022 was more intense, which also corroborates the greater diversity found in this year.
Taking into account the importance that winds have in the formation of bioaerosols through
the bursting of bubbles in the oceanic surface microlayer, therefore, higher values of wind
speed may be associated with the generation of more particles of microorganisms present in
the ocean and, consequently, a greater diversity.

The availability of long-term data from satellites and models allowed an assessment of SST
and wind conditions for November 2017 and June 2022 (Figure 3). The maps of SST
anomalies indicate that in 2017 the temperatures were slightly below average (weak negative
anomalies), and in 2022 the same region had above-average temperature values (positive
anomaly).

When the SST was above the climatological average in 2022, the diversity was greater,
highlighting a possible relationship between the two variables. Therefore, when we group
these data, the SST may significantly influence the microbiological diversity more than the air
temperature, considering the diversity data and its relationship with the meteoceanographic
data.
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The results represent the existing microbiota in the TNA ocean but admit the limitations of

culture and microbiological survival.

CONCLUSION

Different microbiological taxonomic groups were present in the air of the tropical North
Atlantic Ocean, among them a great variety of fungi and bacteria, corresponding to nine and
five types, respectively. These findings shed light on the airborne microbiome present in the
study area, as well as the possibility of studying the origin and fate of these microorganisms.
A considerable part of the microorganisms found are associated with human pathogens or
related to anthropic actions, evidencing possible impacts of human actions in the region since
changes in microbiomes can lead to serious changes in the entire food chain of ecosystems.

It is also noteworthy that the results show the need for regional studies to obtain complete
data that can compile quantifications and non-cultivable diversities, given the importance of
microorganisms for different biogeochemical cycles and, therefore, their global relevance.
Finally, these studies have been carried out and continued in search of a complete volume of

data by the production team of this work.
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