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Resumo 

 

Alguns ecossistemas são conhecidos como extremos por apresentar características 

diferentes daquelas encontradas em ambientes em que a maior parte dos organismos é 

capaz de sobreviver. A vida nesses ecossistemas muitas vezes é dominada por micro-5 

organismos, os quais são conhecidos como extremófilos. Neste contexto, a superfície das 

rochas é considerada um ecossistema extremo devido às baixas ou elevadas temperaturas, 

mudanças rápidas na atividade de água e radiação UV elevada. Este estudo teve como 

objetivo caracterizar as comunidades de fungos associados a rochas presentes em 

ecossistemas extremos e avaliar sua capacidade em produzir metabólitos bioativos, bem 10 

como utilizá-las como modelos para estudos de astrobiologia. Amostras de rochas de 

Campo de Altitude do Brasil, Deserto do Atacama, Chile e da Antártica continental foram 

coletadas e processadas. Um grama de rocha de cada amostra foi pulverizado, solubilizado 

e inoculado em quatro meios de cultura diferentes (YM, MYEA, DG18 e DRBC). Após o 

processamento foram obtidos um total de 444 isolados fúngicos sendo 292 (255 fungos 15 

filamentosos e 37 leveduras) de rochas do Campo de Altitude; 81 fungos filamentosos do 

Deserto do Atacama; e 71 (54 fungos filamentosos e 17 leveduras) do continente Antártico. 

A maior parte dos isolados foi identificada como representantes do filo Ascomycota e a 

classe com maior abundância foi Eurotiomycetes. O táxons presentes em maior abundância 

no Campo de Altitude foram Arthrocatena sp., Cladophialophora sp., Devriesia sp., 20 

Herpotrichiellaceae sp., Neophaeothecoidea sp., Paraconiothyrium sp. 1, Pezizomycotina 

sp. 1, Pseudotaeniolina sp. e Teratosphaeriaceae sp. Tanto no Deserto do Atacama quanto 

na Antártica continental, os gêneros Cladosporium e Penicillium foram obtidos com as 

maiores densidades, os quais foram os únicos comuns às rochas de todos os ambientes 

amostrados. Os maiores índices de riqueza (Margalef) e diversidade (Fisher) foram 25 

encontrados para a comunidade de fungos de rochas do Campo de Altitude e os menores 

para comunidade da Antártica continental. Em relação à dominância (Simpson), o menor 

valor foi encontrado para a comunidade presente nas rochas do continente antártico (0,88), 

enquanto que as demais comunidades tiveram o mesmo índice (0,96). Por meio dos 

coeficientes de similaridade (Sorensen e Bray-curtis), as comunidades fúngicas do Deserto 30 

do Atacama e da Antártica continental foram as mais similares. Baseado nas densidades 

dos táxons obtidos por meio de técnicas de cultivo, o esforço amostral realizado em todas as 

áreas de coletas indicou que foi alcançado a maior parte da diversidade presente nas rochas 

estudadas. Os fungos obtidos de rochas foram cultivados e seus extratos testados em 

diferentes ensaios biológicos para detecção de metabólitos com atividade antimicrobiana, 35 

antitumoral, antiviral e antiparasitária. Do total de extratos testados, 6,7% foram ativos 
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contra pelo menos um dos alvos utilizados. O isolado obtido a partir de rochas do Deserto 

do Atacama, Penicillium chrysogenum UFMGCB 8074, ativo contra Candida albicans (CIM = 

62,5 µg/mL) e célula tumoral humana MCF-7, foi selecionado para o fracionamento 

biomonitorado. Ao final foi identificada a substância ergosterol 5,8-endoperóxido, a qual 

apresentou atividade contra a bactéria Staphylococcus aureus MRS (CI50 = 13,74 µg/mL), e 5 

os ácidos graxos linoléico e α-linolínico, sendo este último ativo contra Cryptococcus 

neoformans (CIM = 10 µg/mL). A partir dos extratos ativos Acremonium sp. UFMGCB 7138 

(CIM = 125 µg/mL contra o fungo Cladosporium shaerospermum) obtido do Campo de 

Altitude do Brasil e Penicillium cf. coffeae UFMGCB 100021 (CIM = 125 µg/mL contra C. 

albicans) também foi possível identificar os ácidos graxos palmítico, esteárico, oléico e 10 

linoléico em ambos e pentadecanóico e heptadecanóico apenas em Acremonium sp. 

UFMGCB 7138. Dentre as leveduras obtidas de rochas da Antártica continental, as quais 

foram testadas nos experimentos de astrobiologia, Rodothorula mucilaginosa AN6ADG-1 

não apresentou perda substancial da viabilidade, mesmo após a exposição à radiação UV-C 

e UV ambiental, bem como em meio de cultura com até 2M de NaCl. A partir dos resultados 15 

obtidos neste estudo, pode-se concluir que este trabalho contribuiu para o conhecimento da 

comunidade fúngica presente em rochas dos ecossistemas estudados, principalmente 

considerando o pioneirismo do estudo com amostras do Campo de Altitude do Brasil e do 

Deserto do Atacama. Os resultados de bioprospecção e o estudo químico de extratos ativos 

demonstraram que a comunidade de fungos presentes em rochas dos ecossistemas 20 

amostrados pode ser fonte de espécies produtoras de substâncias bioativas. Além disso, 

dentro dessas comunidades habitantes de rochas de ecossistemas extremos também pode 

conter fungos modelos eucariotos para os estudos de vida fora do planeta. 
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Abstract 

 

Some ecosystems are known as extreme due to different characteristics from those found in 

environments where most organisms are able to survive. Life in these ecosystems is often 

dominated by microorganisms, which are called extremophiles. In this condition, the rock 5 

surface is often considered an extreme ecosystem due to it high or low temperatures, water 

activity fast changes and high UV radiation. Thus, this study aimed to evaluate the diversity 

of the fungal community associated with rocks present in extreme ecosystems, its capability 

to produce prototypes of bioactive metabolites, and use it as a model for astrobiology 

studies. Samples of Altitude Field rocks of Brazil, Atacama Desert and continental Antarctica 10 

were collected and processed. One rock gram of each sample was pulverized, solubilized 

and plated on four different culture media (YM, MYEA, DG18 and DRBC). After processing, 

were obtained a total of 444 fungal isolates, been 292 (255 filamentous fungi and 37 yeasts) 

of Altitude field rocks, 81 filamentous fungi of the Atacama Desert and 71 (54 filamentous 

fungi and yeasts 17) of the Antarctic continent. Most of the isolates were identified in the 15 

phylum Ascomycota and the class with greatest abundance was Eurotiomycetes. Taxa 

present in greater abundance in the Altitude Field of Serra of Caraça were Arthrocatena sp., 

Cladophialophora sp., Devriesia sp., Herpotrichiellaceae sp., Neophaeothecoidea sp., 

Paraconiothyrium sp. 1, Pezizomycotina sp. 1, Pseudotaeniolina sp., Teratosphaeriaceae 

sp.. Both in Atacama Desert and continental Antarctica genus Cladosporium and Penicillium 20 

were isolated with the highest density, wich were the only cosmopolitan genera common to 

all study sites. The greatest scores of richness (Margalef) and diversity (Fisher) were 

obtained from the community of rock fungi of Altitude field, while the lowest were found in 

continental Antarctic. Regarding the Simpson index, the lowest value was also found in the 

community of rocks from Antarctic continent, while other communities had the same index 25 

(0.96). Through similarity coefficients (Sorensen and Bray-Curtis), fungal communities of the 

Atacama Desert and Antarctic continent were the most similar. Considering density of taxa 

obtained through cultivation techniques, sampling effort carried out in all areas of collections 

showed to have been sufficient to achieve full diversity in rocks sampled. The fungi obtained 

from rocks were grown and their crude extracts tested in different biological assays to detect 30 

metabolites with antimicrobial, antitumor, antiviral and antiparasitic activity. Of the extracts 

tested, 6.7% were active agaisnt at least one of the targets used. The isolate obtained from 

Atacama Desert rocks, Penicillium chrysogenum UFMGCB 8074, active against Candida 

albicans (MIC = 62.5 µg/mL) and tumor cell MCF-7, was selected for bioassay-guided 

fractionation. At the end were identified the substance ergosterol substance 5,8-35 

endoperoxide, with activity against Staphylococcus aureus MRS (IC50 = 13.74 µg/mL) and 
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linoleic and α-linolinic fatty acids, the latter being active against Cryptococcus neoformans 

(MIC = 10 µg/mL). From the active extracts Acremonium sp. UFMGCB 7138 (MIC = 125 

µg/mL against the fungus Cladosporium shaerospermum) obtained from Brazil Altitude fields 

and Penicillium cf. coffeae UFMGCB 100021 (MIC = 125 µg/mL against C. albicans) was 

also possible to identify the fatty acids: palmitic, stearic, oleic and linoleic, in both and 5 

pentadecanoic and heptadecanoic only in Acremonium sp. UFMGCB 7138. Among the 

yeasts isolated from rocks of continental Antarctica, wich were tested in astrobiology 

experiments, Rodothorula mucilaginousa AN6ADG-1 showed no significant loss of viability, 

even after exposure to UV-C and environmental UV, as well as in culture media with up to 

NaCl 2M. From the results obtained in this study, We can conclude that this work contributed 10 

to a better understanding of the fungal community present in rocks of ecosystems studied, 

especially considering the pioneering study with samples from Brazil Altitude fields and the 

Atacama Desert. Bioprospecting results and chemical study of bioactive extracts 

demonstrated that community fungi present in rocks from ecosystems sampled can be a 

source of bioactive substances producing species. Furthermore, within fungal community 15 

that live in rocks from extreme ecossytems may also contain fungi eukaryotes models for 

studies of life out of the planet. 
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1. Relevância e justificativa 

 

Alguns ecossistemas são conhecidos como extremos por possuírem características 

diferentes daqueles em que a maior parte dos seres vivos é capaz de sobreviver. A vida 

nesses ecossistemas é comumente dominada por micro-organismos capazes de se 5 

desenvolver e reproduzir em condições de altas ou baixas temperaturas, baixa 

disponibilidade de água e nutrientes, alta incidência de radiação UV, extremos de pH, 

salinidade e pressão, os quais são denominados extremófilos. Neste contexto, a 

superfície e o interior das rochas, em muitos casos, são considerados ecossistemas 

inóspitos devido às condições extremas de temperatura, mudanças rápidas na atividade 10 

de água e alta radiação UV presentes. 

Nos últimos anos alguns trabalhos foram realizados visando caracterizar a 

comunidade de fungos endolíticos, associados a rochas de ambientes extremos como 

desertos, o continente antártico ou até mesmo monumentos expostos a alta incidência de 

radiação UV e baixa disponibilidade de água e nutrientes. Este grupo de fungos apresenta 15 

distribuição mundial e recebe várias denominações tais como fungos melanizados, fungos 

micro-coloniais (MCF), fungos negros e meristemáticos. Os fungos melanizados são 

conhecidos por apresentarem um crescimento lento e meristemático, formam pequenas 

colônias, possuem alta plasticidade morfológica, alta melanização, não são liquenizados e 

gastam pouca energia nos processos de esporulação e dispersão. No entanto, poucos 20 

trabalhos têm sido realizados para caracterizar a diversidade de fungos tanto a superfície 

como o interior das rochas. 

A produção de melanina, micosporinas e o crescimento meristemático também são 

algumas das estratégias destes micro-organismos presentes em rochas e que viabilizam 

sua sobrevivência frente às condições extremas. Diante da sua ampla distribuição e 25 

proximidade filogenética entre os fungos associados a rochas e outras espécies 

conhecidas como produtoras de metabólitos secundários com atividade biológica, este 

grupo de fungos apresenta potencial em programas de bioprospecção de moléculas 

bioativas. 

Além disso, a possibilidade de vida fora do planeta se tornou tema de grande 30 

interesse científico. A partir de estudos com diferentes formas de vida, como bactérias, 

arqueias, cianobactérias, fungos liquenizados e melanizados isoladas de ecossistemas 

extremos, alguns trabalhos vêm sendo conduzidos com o intuito de caracterizar 

organismos modelos capazes de sobreviver a condições extraterrestres. Sabendo-se que 

fungos presentes em rochas são capazes de tolerar a dessecação, elevada exposição 35 

aos raios UV, temperaturas extremas e grandes flutuações térmicas, esses micro-
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organismos podem representar potenciais modelos eucarióticos para estudos de 

astrobiologia, uma vez que as estratégias de adaptação selecionadas podem ser 

consideradas ferramentas cruciais nos estudos que investigam os limites da vida. 

A partir do exposto acima, torna-se claro a necessidade de estudos que visem 

conhecer a riqueza de espécies de fungos presentes em rochas de diferentes 5 

ecossistemas extremos do planeta e seu estudo como fonte de moléculas bioativas, bem 

como sua utilização como modelos eucariotos para estudos de astrobiologia. Dessa 

forma, este trabalho visa responder as seguintes questões: 

• Qual a riqueza, diversidade e similaridade de fungos presentes em rochas de 

ecossistemas extremos do Brasil, Antártica e Deserto do Atacama? 10 

• Estas comunidades de fungos, por serem crípticas, adaptadas a condições 

extremas e por talvez possuírem vias metabólicas ainda não estudas, podem 

ser boas fontes de metabólitos bioativos com potencial uso biotecnológico? 

• Dentre essas comunidades é possível selecionar espécies ou isolados 

capazes de sobreviver a condições extraterrestres e por isso representar 15 

bons modelos eucariotos para estudos de astrobiologia?  
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2. Revisão bibliográfica 

2.1 Micro-organismos extremófilos 

 

A maior parte dos organismos é capaz de sobreviver em ambientes com pH próximo 

ao neutro, temperaturas entre 20° e 30 °C, pressão próxima de 1 atm e disponibilidade 5 

adequada de água, nutrientes e sais (SATYANARAYANAN et al., 2005). Condições 

ambientais fora dos parâmetros físico-químicos em que a maioria dos organismos é capaz 

de sobreviver caracterizam os ambientes conhecidos como extremos. De acordo com Oarga 

(2009), pesquisas sobre ambientes extremos são importantes para estudos taxonômicos, 

ecológicos e evolutivos, pois podem propiciar a descoberta de novas espécies e aumentar o 10 

entendimento da evolução espécies em nível molecular. 

Os organismos extremófilos foram descritos por Kristjánsson & Hreggvidsson (1995) 

como aqueles capazes de sobreviver em ambientes com parâmetros ambientais além do 

considerado “normal” (aqueles em que se encontram temperaturas entre 4° e 40 °C, pH 

entre 5 e 8,5 e salinidade entre a da água continental e marinha). Em relação às condições 15 

extremas, os extremófilos podem ser classificados de acordo com a capacidade de crescer 

em baixas temperaturas (psicrófilos); altas temperaturas: (termófilos); baixo pH (acidófilos); 

elevado pH (alcalófilos); condições extremas de pressão, dessecação e salinidade 

(barófilos, xerófilos e halófilos, respectivamente). Além disso, aqueles encontrados em 

ambientes com mais de um parâmetro extremo são chamados de poliextremófilos 20 

(ROTHSCHILD & MANCINELLI, 2001; MAGAN, 2007). 

As comunidades biológicas presentes nos ambientes extremos são constituídas, 

principalmente, por micro-organismos (GUNDE-CIMERMAN et al., 2003), os quais são 

encontrados em substratos como gelo, águas termais e ácidas, cristais de sal, resíduos 

tóxicos e até águas de reatores nucleares (PEARCE, 2009). De acordo com 25 

Satyanarayanan et al. (2005), micro-organismos extremófilos não somente toleram 

condições extremas específicas como também requerem as mesmas para a sobrevivência e 

crescimento. Os micro-organismos extremófilos são capazes de atuar nos ciclos 

biogeoquímicos e são frequentemente, estudados pelos seus papeis ecológicos e potencial 

biotecnológico (KOGEJ et al. 2006; DE GARCÍA et al., 2007). Entre os grupos microbianos, 30 

algumas espécies de fungos são capazes de crescer e se propagar em diferentes ambientes 

extremos do planeta tais como águas hipersalinas (GUNDE-CIMERMAN et al., 2003), 

superfícies de rochas (STEFLINGER, 1998), sedimentos marinhos (LOPEZ-GARCIA et al., 

2001; GONÇALVES et al., 2013), lagos da Antártica (ELLIS-EVANS, 1996; GONÇALVES et 
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al., 2012), solos oligotróficos do continente antártico (AZMI &SEPPELT, 1997; GODINHO et 

al., 2015) e solos permanentemente congelados (permafrost) (ZUCCONI et al., 2012). 

 

2.2 Adaptações evolutivas dos micro-organismos extremófilos 

 5 

Entre os parâmetros físicos mais importantes para a vida, a temperatura é 

provavelmente o mais estudado (PRIEUR, 2007). A temperatura afeta os organismos de 

diferentes maneiras, desde a destruição celular pela formação de cristais de gelo no interior 

da célula, até a desnaturação de biomoléculas (ROTHSCHILD & MANCINELLI, 2001; 

OARGA, 2009). De acordo com Johnson (2010), os organismos termófilos podem ser 10 

subdivididos em: 

 

• Termotolerantes - aqueles que crescem em temperaturas superiores a 45 °C, mas 

com temperatura ótima de crescimento próxima de 40 °C; 

• Termófilos moderados - aqueles que crescem em temperatura ótima de 40° a 60 °C; 15 

• Termófilos extremos - aqueles que crescem em temperatura ótima de 60° a 80 °C; 

• Hiper-termófilos - aqueles que crescem em temperatura ótima superior a 80 °C. 

 

De acordo com Maheshwari et al. (2000), os fungos termófilos são encontrados em 

ambientes com temperatura máxima de 61 °C. O principal desafio para os micro-organismos 20 

encontrados em ambientes com altas temperaturas é a manutenção da fluidez da 

membrana plasmática que mantém a integridade da célula e é responsável pela geração de 

energia em procariotos (JOHNSON 2010). Uma das adaptações encontradas é a 

composição química de lipídios a base de éter e não éster, que proporciona maior 

estabilidade da membrana (JOHNSON 2010). De acordo com mesmo autor, em arqueas 25 

outra adaptação comumente encontrada em micro-organismos termófilos é o aumento das 

interações hidrofóbicas dentro das moléculas de proteínas e enzimas extracelulares, 

proporcionando a manutenção da atividade destas moléculas em altas temperaturas. 

 Os micro-organismos eucariotos e termófilos possuem um repertório de mecanismos 

para estabilização de enzimas, com vários mecanismos atuando em diferentes proteínas 30 

como, por exemplo, a estabilidade intrínseca por íons, atuação de proteínas celulares, 

incluindo moléculas de chaperoninas, associações covalentes ou não covalentes entre os 

constituintes da parede celular (MAHESHWARI et al., 2000). Além disso, no material 

genético microbiano pode-se encontrar um aumento da concentração dos nucleotídeos G e 

C, o que confere maior estabilidade a fita dupla de DNA, bem como a proteção por proteínas 35 

semelhantes a histonas (SATYANARAYANA et al., 2005).  



 25

Os micro-organismos encontrados em ambientes com temperaturas abaixo de 5 °C e 

que crescem em temperaturas ótimas de 15 °C, e no máximo 20 °C são conhecidos como 

adaptados ao frio ou psicrófilos. Ainda existem aqueles que crescem melhor em 

temperaturas entre 30 e 40 °C, mas também são capazes de crescer em baixas 

temperaturas e são denominados psicrotolerantes (JOHNSON 2010). Em geral uma 5 

combinação de estratégias é empregada (ROBINSON, 2001) por estes micro-organismos, 

sendo uma delas o acúmulo de trealose nas células vegetativas e nos esporos, que 

juntamente com outros açúcares e glicogênio parece estar relacionado com a estabilização 

da membrana plasmática durante os períodos de desidratação ocasionados pelas baixas 

temperaturas (GOODRICH et al., 1988). Outra adaptação comum presente nos micro-10 

organismos psicrófilos é o aumento da concentração de ácidos graxos insaturados na 

membrana lipídica (VISHNIAC, 2006), o que proporciona o aumento do ponto de fusão e 

manutenção da fluidez da membrana. Para Robison (2001) é necessário um ambiente 

aquoso extracelular, explicado pela presença de proteínas anticongelantes que dificultam a 

formação do gelo no ambiente extracelular, evitando o congelamento de substâncias no 15 

interior das hifas e permitindo o crescimento fúngico em temperaturas próximas de 0 °C 

(CHRISTNER, 2010). Neste mesmo contexto, a produção de enzimas ativas em baixas 

temperaturas é uma adaptação importante para sobrevivência dos fungos psicrófilos 

(ADAMS et al., 2006; BRIZZIO et al., 2007; DE GARCÍA et al., 2007, VAZ et. al., 2011). 

A radiação solar também é um fator físico que pode ser prejudicial aos organismos. A 20 

alta exposição à radiação ultravioleta (UV) pode causar danos ao DNA, proteínas celulares, 

membrana lipoprotéica e das organelas citoplasmáticas (KARENTZ, 1994), o que é capaz 

de afetar em larga escala a evolução biológica (COCK-ELL & BLAUSTEIN, 2001). De 

acordo com Selbamann et al. (2005), a radiação UV-B causa fortes efeitos mutagênicos no 

DNA microbiano. Entretanto, os micro-organismos são capazes de apresentar uma série de 25 

mecanismos de reparo ou tolerância aos danos causados pelo efeito da radiação UV, como 

a tradução de proteínas responsáveis por reparar lesões no DNA. Os micro-organismos 

expostos à alta radiação UV são capazes de produzir diferentes tipos de pigmentos, ou uma 

combinação deles, localizados extra ou intracelularmente para proteger o metabolismo 

normal das células (RUISI et al., 2007), tais como carotenóides e/ou micosporinas. Muitas 30 

espécies de leveduras acumulam carotenóides nas células, conhecidos como β e γ-

carotenos, os quais possuem ação antioxidante (LIBKIND et. al., 2005). Já as micosporinas, 

moléculas de baixo peso molecular, funcionam como protetores solares e também atuam na 

eliminação de espécies reativas de oxigênio (GOSTINCAR et al., 2011). A melanina, um 

pigmento de alto peso molecular, também possui um importante papel na proteção contra 35 

UV, dessecação e tolerância à radiação (STERFLINGER et al., 2012). Várias espécies de 

micro-organismos produzem melanina, em especial os fungos (JACOBSON, 2000). De 
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acordo com Dadachova et al. (2007), a proteção contra a radiação ionizante é 

proporcionada devido a uma combinação de fatores como a composição química, a 

presença de radicais estáveis e ao arranjo espacial da molécula de melanina. 

Outro fator limitante encontrado em diversos ambientes é a escassez de água. 

Embora os organismos sejam dependentes da presença de água (OARGA, 2009), alguns 5 

micro-organismos são capazes de resistir à dessecação por meio da produção de 

metabólitos extra e intracelulares. De acordo com Ruisi et al. (2007), osmorreguladores 

intracelulares de baixo peso molecular são acumulados em grandes concentrações sem 

interferir na atividade enzimática e no metabolismo celular. Os fungos são conhecidos pela 

habilidade de tolerar o estresse osmótico por meio do acúmulo intracelular de solutos, 10 

representados principalmente pelo glicerol e arabitol (BREWER, 1999; PASCUAL et al., 

2002; RUISI et al., 2007). Mas alguns fungos meristemáticos, como por exemplo, Phoma 

herbarum isolado da Antártica, produzem polissacarídeos extracelulares para se proteger na 

escassez de água (SELBMANN et al., 2002). Gorbushina et al. (2008) concluíram que as 

respostas durante o processo de dormência dos fungos melanizados são inespecíficas. 15 

Estes autores verificaram um aumento da concentração de melaninas antioxidantes na 

parede celular, estabilização da membrana celular por carotenóides, ativação das moléculas 

que filtram radiação UV, dos antioxidantes e osmorreguladores por meio da presença 

intracelular de micosporinas, bem como o aumento na proporção de ácidos graxos e níveis 

normais de lipídeos na membrana mantendo-a em um estado fisiológico estável. 20 

 

2.3 Ecossistemas extremos: Antártica, Deserto do Atacama e Campos de Altitude do 

Brasil 

 

A Antártica compreende um dos ambientes mais extremos da Terra (CONNELL et 25 

al., 2006), onde somente cerca de 2% dos 14 milhões de Km2 do continente são livres de 

gelo, formado por extensas montanhas, cordilheiras e desertos (AZMI & SEPPELT, 1997). O 

continente antártico é caracterizado pelo isolamento geográfico e sua maior parte possui 

pouca ou nenhuma influência antrópica (BRUNATI et al., 2009). Além disso, a Antártica 

apresenta um clima frio e seco, com incidência de fortes ventos e alta radiação solar durante 30 

a estação de verão (SHIVAJI & PRASAD, 2009). A radiação UV também é um dos fatores 

de estresse mais importantes, ainda que poucos estudos tenham sido realizados para 

avaliar as consequências da radiação UV sobre as comunidades de fungos nesse 

ecossistema (RUISI et al., 2007). 

Nas últimas décadas diferentes estudos com bactérias, protistas, algas e fungos 35 

foram conduzidos com substratos obtidos na Antártica (DEL FRATE & CARETTA 1990; VAN 
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TRAPPEN et al., 2005; BECQUEVORT et al., 2009; ROSA et al., 2009, 2010; TEIXEIRA et 

al., 2010; VAZ et al., 2011; GONÇALVES et al., 2012). Os ecossistemas antárticos 

representam habitats extremos devido a características como a baixa atividade de água e 

alta radiação UV, aonde os fungos presentes vêm sendo estudados com maior frequência 

(KOGEJ et al.,2006; ROSA et al., 2009, 2010; LOQUE et al., 2010; ARENZ & BLANCHETT, 5 

2011; ZUCCONI et al., 2012). Tais condições ambientais encontradas na Antártica resultam 

em fatores limitantes para o metabolismo e crescimento dos seres vivos (COWAN & TOW, 

2004). 

Por muito tempo acreditou-se que as regiões de deserto localizadas em diferentes 

pontos do planeta, como América do Norte, África, Ásia, Austrália, Antártica e América do 10 

Sul eram inóspitas para todos os tipos de vida (CARY et al., 2010). Enquanto os solos 

presentes em desertos apresentam uma quantidade, ainda que pequena, de carbono 

orgânico, resultante da produção primária de plantas e cianobactérias, além da capacidade 

de reter por algum tempo a água proveniente de chuvas rápidas, as rochas expostas em 

desertos quentes ou frios constituem um dos substratos mais estressantes do planeta 15 

(STERFLINGER et al., 2012). As superfícies de rochas fornecem condições de vida muito 

peculiares para os organismos epi- e endolíticos (STERFLINGER, 1998). Devido às 

condições extremas de temperatura, rápidas mudanças na atividade de água, alta radiação 

UV (WAINWRIGHT, 1993), fontes insuficientes de nutrientes e água (GORBUSHINA et al., 

2008) caracterizam estes habitats como ambientes extremos. Alguns trabalhos foram 20 

realizados com o objetivo de caracterizar a comunidade microbiana do fino revestimento de 

30 a 100 µm, de cor escura, rico em manganês, encontrado sobre as rochas de ambientes 

quentes como desertos, bem como ambientes secos como o continente antártico 

(KUHLMAN et al., 2008; NORTHUP et al., 2010). Enquanto alguns autores propõem que a 

diversidade de micro-organismos, incluindo os fungos, é baixa quando comparada a 25 

diversidade em solos de regiões temperadas e tropicais (STERFLINGER et al., 2012), 

Grishkan & Nevo (2010) obtiveram 185 espécies de fungos pertencentes a 76 gêneros 

diferentes isolados a partir de amostras de solo do Deserto de Negev em Israel. 

O Deserto do Atacama que se estende pela costa do Pacífico em território chileno é 

um dos desertos mais seco e possivelmente, antigo do mundo (MCKAY et al., 2003), o qual 30 

pode ser considerado um habitat extremo para existência de vida e com condições análogas 

àquelas encontradas em Marte. Segundo Sterflinger et al. (2012), os principais e mais 

importantes fatores de estresse encontrados nesses ambientes são: (i) disponibilidade 

limitada de água, (ii) extremos e mudanças drásticas de temperatura, (iii) limitada 

disponibilidade de carbono orgânico, (iv) intensa radiação UV e (v) estresse osmótico 35 

causado pelo aumento da concentração de sal no solo e nas rochas. Apesar das 

características extremas encontradas no Deserto do Atacama, sabe-se que é possível 
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encontrar espécies de todos os domínios de seres vivos nesses ambientes (COCKEL et al., 

2001). 

Nas escarpas mais altas e íngremes das serras do sudeste brasileiro encontra-se 

uma vegetação predominantemente campestre, de características fisionômicas e ecológicas 

únicas, denominados por Ferri (1980) como Campos de Altitude. Segundo o Ministério do 5 

Meio Ambiente (2008), os Campos de Altitude correspondem à vegetação com estrutura 

herbácea ou herbáceo-arbustiva, caracterizada por comunidades florísticas próprias, que 

ocorre sob clima tropical, subtropical ou temperado, geralmente nas serras de altitudes 

elevadas. Encontram-se inseridos na área de abrangência da Mata Atlântica, em altitudes 

que em geral variam de 500 a 2.000 m (CAIAFA & SILVA, 2005). Aparecem também como 10 

elementos da paisagem de altitudes elevadas, de rocha aflorada, penhascos e picos 

rochosos (SAFFORD & MARTINELLI 2000). Nestes ambientes, quanto maior a altitude, 

maior é a incidência de radiação UV e menor é a concentração de oxigênio (ISOLA et al., 

2010) a que a comunidade microbiana local está exposta. Apesar da importância biológica 

encontrada nesses ambientes, pelo nosso conhecimento, não existem estudos a respeito da 15 

comunidade de fungos presentes em rochas desses ecossistemas brasileiros. 

 

2.4 Fungos presentes em rochas 

 

A comunidade microbiana associada a rochas é formada por cianobactérias, 20 

bactérias quimio-organotróficas e fungos, principalmente os liquenizados (STERFLINGER, 

1998). Os fungos, em geral, são facilmente dispersos e capazes de colonizar e se 

estabelecer em diferentes substratos e condições ambientais (RUISI et al., 2007). Fungos 

melanizados, que estão comumente presentes em rochas, apresentam um padrão de 

crescimento restrito in situ e in vitro em forma de microcolônias e, por isso, são 25 

denominados fungos melanizados, negros, dematiáceos, micro-coloniais (MCF) ou rock-

inhabiting fungi (RIF) (STALEY et al., 1982; STERFLINGER 1998; RUIBAL et al., 2008). 

Todos esses termos estão relacionados ao fato desses micro-organismos presentes em 

rochas compartilharem características micro e macro-morfológicas comuns, apesar de 

possuírem diferentes origens filogenéticas (STERFLINGER et al., 1999). Fungos 30 

melanizados apresentam distribuição mundial como colonizadores das superfícies de 

rochas, crescem lentamente e gastam pouca energia com dispersão e esporulação 

(GORBUSHINA, 2003; GORBUSHINA et al., 2003). Estes fungos possuem alta 

melanização, crescimento meristemático e não são liquenizados (GORBUSHINA et al., 

1993; STERFLINGER & PRILLINGER, 2001; BOGOMOLOVA & MINTER, 2003). Além 35 

disso, algumas espécies de fungos melanizados são estudadas por serem consideradas 
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oportunistas com significativa importância clínica (de HOOG et al., 1994; 1998; 2000). 

Outras são focos como modelos eucariotos para estudos de astrobiologia (GORBUSHINA, 

2003) e de relações ecológicas e evolutivas (UNTEREINER & MALLOCH 1999; CROUS et 

al., 2000, 2007). 

Fungos presentes em rochas utilizam algumas estratégias para suportar as 5 

condições extremas. Segundo Gorbushina (2003), micosporinas foram encontradas em 

alguns isolados de fungos presentes em rochas. Além do papel já conhecido dessas 

moléculas como protetores solar, os resultados obtidos foram relacionados também com a 

sobrevivência, crescimento restrito e longevidade desses fungos. O crescimento 

meristemático de algumas espécies representa um mecanismo de proteção contra a 10 

radiação UV que minimiza a exposição da superfície das colônias à radiação solar. Portanto, 

a espessura da parede melanizada presente em muitos desses fungos representa uma 

característica estável e altamente efetiva como estratégia contra a radiação UV. Já os 

fungos considerados cripto-endolíticos, encontrados no interior das rochas, possuem 

proteção contra a radiação UV devido ao habitat em que são isolados (RUISI et al., 2007). 15 

Os micro-organismos capazes de crescer em ambientes extremos, como as rochas, 

atuam nos ciclos biogeoquímicos e são, frequentemente, estudados pelo papel ecológico e 

potencial biotecnológico que possuem (KOGEJ et al., 2006; DE GARCÍA et al., 2007). 

Diferentes estudos têm dado enfoque à comunidade microbiana presente nas rochas, uma 

vez que a presença das condições ambientais extremas nestes ambientes é responsável 20 

por selecionar a colonização de fungos tolerantes ao estresse local (STALEY et al., 1982; 

URZÍ et al., 1993; STERFLINGER & KRUMBEIN 1995; WOLLENZIEN et al., 1995; 

STERFLINGER & KRUMBEIN 1997; STERFLINGER 2000; STERFLINGER & PRILLINGER 

2001; BOGOMOLOVA & MINTER 2003; DE LEO et al., 2003; RUIBAL et al., 2008). 

Entretanto, ainda é escasso trabalhos sobre a diversidade de fungos presentes em rochas 25 

de ecossistemas tropicais, temperados e polares. Segundo Gorbushina (2007), os fungos de 

rochas podem ser divididos em dois grupos ecológica e taxonomicamente distintos: 

• Hifomicetos isolados de solo e fungos de origem epifítica (DE LEO et al., 

1996); 

• Fungos micro-coloniais melanizados que formam micro-colônias compactas 30 

(STALEY et al., 1982; GORBUSHINA et al., 1993), pertencentes à classe 

Ascomycetes (ordens Chaetothyriales, Dothideales e Capnodiales). 

 

Os fungos dimórficos meristemáticos e melanizados são comumente encontrados em 

ambientes considerados extremos. Dessa forma, esses micro-organismos são considerados 35 

eucariotos extremófilos atrativos para estudos de adaptação a condições adversas (KOGEJ 

et al., 2006). De acordo com Gorbushina (2003), as rochas são alvos interessantes para a 
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pesquisa sobre as características relacionadas à sobrevivência em ambientes hostis. Estes 

ambientes peculiares provavelmente estão distribuídos por todo o Universo e os fungos 

presentes podem ser capazes de sobreviver e crescer diante das condições extremas 

encontradas (GORBUSHINA et al., 2003). 

Diante da potencial diversidade de fungos presentes em rochas de ambientes 5 

extremos, torna-se claro a importância de estudos que possibilitem conhecer sua 

diversidade em rochas de ambientes ainda não explorados, bem como comparar os 

resultados obtidos com aqueles oriundos de ambientes já estudados até o momento. 

 

2.5 Metabólitos bioativos de fungos extremófilos 10 

 

Os metabólitos secundários (ou produtos naturais) são substâncias de baixo peso 

molecular (DEMAIN, 1981) e extremamente variáveis quanto à estrutura, incluindo 

antibióticos, toxinas, alcalóides, terpenóides e poliacetilenos (BÉRDY, 2005). São vistos 

como moléculas bioativas que atuam como bons protótipos para o desenvolvimento de 15 

novos fármacos (CHIN et al., 2006). 

Segundo Rothschild & Mancinelli (2001), além dos organismos extremófilos 

fornecerem dados fundamentais para o conhecimento da biologia molecular e evolutiva, 

esses organismos possuem um grande potencial econômico, pois podem ser fonte de 

metabólitos de interesse na indústria agrícola, química e farmacêutica. Neste contexto, os 20 

metabólitos secundários são elementos de grande importância quanto à diversidade 

molecular e funcionalidade biológica, características indispensáveis para o descobrimento 

de fármacos e pesticidas úteis para a humanidade. De acordo com Saleem et al. (2009), 

entre os anos de 2000 e 2008, mais de 300 metabólitos secundários foram relatados com 

diferentes efeitos antimicrobianos. 25 

Nos últimos anos tem crescido o interesse na diversidade e biotecnologia de fungos 

extremófilos (ATALA et al., 2011; KOCHKINA et al., 2012; LI et al., 2012; SCHMIDT et al., 

2012; WU et al., 2012, GODINHO et al., 2013), os quais são conhecidos por produzir 

metabólitos com potencial biotecnológico (Figura 1). Apesar dos fungos extremófilos serem 

considerados uma potencial fonte de metabólitos e encontrados em relativa diversidade na 30 

natureza, poucos desses micro-organismos foram, até o momento, selecionados como fonte 

de metabólitos secundários de interesse biotecnológico. Para que os organismos se 

desenvolvam em condições extremas de pH, temperatura, radiação UV, salinidade e 

pressão, adaptações únicas como a biossíntese de novas moléculas, que vão desde 

simples lipídios a complexos metabólitos secundários, estão presentes nestes micro-35 
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organismos (WILSON & BRIMBLE 2009). Os fungos adaptados às condições extremas são 

investigados pela capacidade de produção de fotoprotetores (micosporinas e pigmentos), 

antioxidantes e enzimas ativas em extremos de temperaturas (RAY et al., 1992; GOMES et 

al., 2000; LIBKIND et al., 2005; DE GARCÍA et al., 2007; CARRASCO et al., 2001; VAZ et 

al., 2011). Dessa forma, estes fungos merecem atenção não só pela importância na 5 

ciclagem de nutrientes e produção de biomassa nos ecossistemas extremos, mas também 

pelo potencial biotecnológico (DEMING, 2002; FOGHT et al., 2004; RASPOR & ZUPAN, 

2006; FURBINO et al., 2014; GONÇALVES et al., 2015), uma vez que seus metabólitos 

secundários podem ser utilizados como moléculas protótipos para o desenvolvimento de 

fármacos e pesticidas. 10 

Os fungos presentes em rochas apresentam características que os tornam um grupo 

interessante em programas de bioprospecção de metabólitos bioativos (RUIBAL et al., 

2008). Estes micro-organismos são encontrados em rochas de diferentes ecossistemas; 

podem ser cultivados; além de algumas espécies serem relacionadas com outros 

Ascomycota conhecidos por possuírem várias vias de produção de metabólitos secundários 15 

(KROKEN et al., 2003). Todas essas características os tornam promissores na busca de 

metabólitos bioativos. 
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1,2 e 3Geomicinas A-C 

 

 
1 e 2Chetracinas D e E 

 

Fitalato F 

 

Fungisterol G 

Figura 1: Estruturas químicas de moléculas isoladas de fungos extremófilos. 1, 2 e 

3Geomicinas (A-C) isoladas de culturas de Geomycessp., com atividades antifúngica e 

antimicrobiana (LI et al., 2008). 1 e 2Chetracinas (D e E) ativas contra linhagens de células 

tumorais humanas isoladas do fungo psicrófilo Oidiodendron trucatum (LI et al., 2012). 

Metabólitos antibacterianos e citotóxicos (F e G) isolados do fungo Penicillium 

brevicompactum obtido do talo da alga marinha Pterocladia sp. (ATALLA et al., 2011). 

 

2.6 Fungos extremófilos: modelos para estudos de astrobiologia 

 

Nas últimas décadas a possibilidade de existência de vida em outros planetas se 5 

tornou tema de grande interesse para ciência (GORBUSHINA et al., 2003; GRAHAN, 2004; 

STORRIE-LOMBARDI & SATTLER 2009; VERA et al., 2010) devido, principalmente, ao 

desenvolvimento tecnológico e ao rápido aumento do conhecimento sobre a natureza do 

sistema solar e das galáxias. De acordo com a hipótese da panspermia, formas de vida 

simples podem ter colidido com o planeta Terra após um longo período de permanência no 10 

espaço e desenvolvido, ao longo da evolução, as formas de vida conhecidas atualmente 
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(LIMA 2010). No entanto, atualmente a litopanspermia é a versão mais aceita da hipótese de 

panspermia. De acordo com a litopanspermia a viabilidade de transferência de material vivo 

para fora do planeta envolve a sua ejeção do planeta de origem, resistência às condições do 

espaço e a chegada não destrutiva do material biológico no planeta de destino (ONOFRI et 

al., 2008). 5 

A princípio, a presença de esporos e estruturas diferenciadas microbianas era 

associada apenas à sobrevivência em ecossistemas extremos (GORBUSHINA et al., 2002). 

Entretanto, a partir de estudos com diferentes formas de vida, como bactérias, arqueias, 

cianobactérias, fungos liquenizados e melanizados obtidos de ecossistemas extremos, 

alguns trabalhos foram conduzidos com o intuito de buscar modelos capazes de sobreviver 10 

às condições extraterrestres (GORBUSHINA, 2003; GILICHINSKY et al., 2007; HORNECK 

et al., 2008; FENDRIHAN et al., 2009; VERA et al., 2010; BILLI et al., 2011; WOLFE-SIMON 

et al., 2011). A princípio, os estudos de astrobiologia foram realizados com organismos 

procariotos, no entanto, o fato dos fungos presentes em rochas serem capazes de tolerar a 

dessecação, elevada exposição aos raios UV, temperaturas extremas e grandes flutuações 15 

térmicas, fez com que esses micro-organismos fossem considerados potenciais modelos 

eucarióticos para estudos de astrobiologia (ONOFRI et al., 2004). 

De acordo com Gorbushina et al. (2002), as comunidades biológicas presentes em 

rochas possuem a habilidade de sobreviver às mudanças extremas das condições da 

superfície do planeta, de manter a viabilidade por até 100 anos na ausência de água líquida, 20 

fontes de energia e nutrientes; de induzir dano celular ou morte e de sobreviver a altas 

doses de energia solar e radiação cósmica diretamente na superfície. Neste contexto, os 

fungos melanizados associados a rochas representam eucariotos únicos que podem ser 

utilizados como objeto de estudos na astrobiologia (GORBUSHINA, 2003), uma vez que 

estão presentes em ecossistemas expostos a alta radiação UV, temperaturas extremas, 25 

pouca disponibilidade de água e nutrientes. As vias metabólicas dos fungos melanizados, as 

alterações geomorfológicas produzidas por eles nos locais onde são encontrados e 

associação com diferentes biominerais os tornam alvos promissores para a detecção de 

evidências de vida fora do planeta (GORBUSHINA et al., 2001). 

Segundo Horneck (1999), parâmetros extraterrestres tais como vácuo, intensa 30 

radiação solar, diferentes componentes da radiação cósmica e extremos de temperatura 

afetam a estabilidade genética dos organismos no espaço, levando a um aumento das taxas 

de mutação, danos ao DNA, além da inativação celular. Neste contexto, os estudos que 

avaliam as respostas de organismos extremófilos frente aos limites de condições de vida 

têm aumentado nos últimos anos (ONOFRI et al., 2008). Onofre et al. (2008) avaliaram a 35 

resistência dos fungos Cryomyces antarcticuse Cryomyces minteri (isolados de rocha do 

continente antártico) e da comunidade criptoendolítica presente em fragmentos de rochas a 
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condições existentes no espaço e no planeta Marte. Os resultados demonstraram uma boa 

resistência dos isolados estudados, de forma que isolados de C. minteri e C. antarcticus 

foram selecionados como candidatos adequados para resistir aos voos espaciais e 

permanecer no espaço por muito tempo. Considerando que o tempo mínimo estimado para 

que meteoritos de Marte cheguem a Terra seria de um ano e a eventual sobrevivência dos 5 

fungos e da comunidade endolítica após um ano e meio de permanência no espaço 

(condições simuladas nos experimentos), estes resultados representam uma contribuição 

nos estudos sobre a transferência de vida interplanetária. 

A partir do exposto acima, tornam-se importantes estudos que visem conhecer a 

riqueza de espécies de fungos presentes em rochas de diferentes ecossistemas extremos 10 

da Terra. Estes ambientes podem representar uma fonte promissora de fungos extremófilos 

modelos eucariotos de estudo sobre os limites da vida e suas aplicações em trabalhos de 

astrobiologia. 
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3. Objetivos 

3.1 Objetivo geral 

 

Caracterizar a comunidade de fungos cultiváveis presentes em rochas de 

ecossistemas extremos, avaliar sua capacidade em produzir metabólitos bioativos e resistir 5 

a condições extraterrestres. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

• Isolar fungos presentes em rochas do Campo de Altitude do Brasil; Deserto do Atacama 10 

no Chile e região continental da Antártica,  

• Contribuir para montagem de uma coleção temática de fungos de ambientes extremos, 

depositando todos os fungos obtidos na coleção de Micro-organismos e Células da 

Universidade Federal de Minas Gerais; 

• Identificar os fungos obtidos por meio de técnicas moleculares; 15 

• Determinar a diversidade, riqueza, dominância e similaridade das comunidades dos 

fungos encontrados; 

• Cultivar e preparar extratos a partir das culturas dos fungos obtidos para montagem de 

uma coleção de extratos de fungos extremófilos; 

• Caracterizar a capacidade dos fungos obtidos em produzir metabólitos com atividade 20 

antimicrobiana, citotóxica, leishimanicida, tripanosomicida e antiviral; 

• Caracterizar e isolar por meio do fracionamento químico biomonitorado os metabólitos 

bioativos produzidos pelos fungos ativos; 

• Submeter os fungos obtidos a condições extraterrestres de radiação UV. 

 25 

4. Metodologia 

4.1 Áreas de amostragem 

4.1.1 Campo de Altitude na região da Serra do Caraça, MG, Brasil 

 

A Serra do Caraça está localizada ao sul da Cadeia do Espinhaço, no extremo leste 30 

do Quadrilátero Ferrífero, nos Municípios de Catas Altas, Santa Bárbara e Mariana, tendo 

como área principal de preservação a Reserva Particular do Patrimônio Natural (RPPN) do 

Santuário do Caraça. O clima da região caracteriza-se por verões amenos e chuvosos e 
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com precipitação média anual acima de 1500 mm (BRANDÃO et al., 1994). Segundo Dutra 

et al. (2002), nessa serra predominam temperaturas de 18° a 19 °C, com a máxima 

raramente ultrapassando os 30 °C e a mínima podendo alcançar valores negativos, 

principalmente nas maiores altitudes. 

A Serra do Caraça possui altitudes que variam de 750 a 2.085 metros sobre o mar 5 

(m.s.m.), a qual está incluída no bioma Mata Atlântica e possui, predominantemente, 

formações campestres rodeadas e encravadas por formações florestais típicas da Mata 

Atlântica. Dentre as formações campestres, Mota (2006) descreve os quatro tipos principais 

de fitofisionomias presentes no local: campo de altitude, campo limpo; campo sujo e campo 

rupestre. As amostras de rocha foram coletadas nos campos de altitude. A amostragem no 10 

Santuário do Caraça foi realizada no período de inverno, no dia 21 de Junho de 2011, no 

Pico do Sol (20°06.692 S; 43°26.658 WO), cuja altitude máxima é 2.085 m. 

 

4.1.2 Deserto do Atacama, Chile 

 15 

O Deserto do Atacama possui aproximadamente 1.000 km que se estende das 

coordenadas 30° a 20°S, ao longo da costa do Pacífico na América do Sul, na região norte 

do Chile (MCKAY et al., 2003) e é considerado o deserto mais alto e árido do mundo. As 

temperaturas no deserto do Atacama variam entre 0º (à noite) e 40 ºC durante o dia com 

intensa radiação solar. Apresenta terreno rochoso com altitudes que podem chegar a 6.893 20 

m. Possui pouca vegetação, com predominância de plantas de pequeno porte e “liquens”. A 

amostragem no deserto do Atacama foi realizada em Janeiro de 2012, em oito pontos 

distintos cujas altitudes variaram de 746 a 5.047 metros. 

 

4.1.3 Antártica continental 25 

 

As amostras de rochas da Antártica foram obtidas na região das montanhas 

Ellsworth, localizadas no interior do continente antártico, no manto de gelo da Antártica 

Ocidental (VIEIRA & SIMÕES, 2011). O manto de gelo possui sua base no fundo do mar e o 

seu centro está sobre o embasamento rochoso abaixo do nível do mar. O volume do manto 30 

de gelo da Antártica Ocidental passa por flutuações desde o Quaternário, variando de 

eventos de expansão, com a cobertura de montanhas e vales locais pelo gelo a eventos de 

retração com a exposição da topografia subglacial. As montanhas Ellsworth localizam-se 

próximas a atual zona de groundingline, sobre a qual o gelo da plataforma continental 

começa a flutuar, desprendendo-se do embasamento rochoso. A região é marcada por 35 

fortes ventos (CARRASCO et al., 2001) e temperaturas médias anuais em torno de -28 °C, 
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podendo chegar a -15 °C durante o verão (VIEIRA et al., 2012). A amostragem nas 

montanhas Ellsworth foi realizada em janeiro de 2013, em nove pontos distintos, cujas 

altitudes variaram 746 a 973 m. 

 

4.2 Coletas de amostras de rochas 5 

 

As rocha foram amostradas de acordo com protocolo sugerido por Ruibal et al. 

(2008), com modificações, a partir de fragmentos sem a presença aparente de fungos 

liquenizados e com o auxílio de uma talhadeira e marreta. Os fragmentos foram amostrados 

em diferentes orientações e acondicionados em embalagens previamente esterilizadas 10 

(Real Pack, Labplas, Canadá). No Campo de Altitude, na região da Serra do Caraça no 

Brasil, foram amostrados 15 fragmentos de rochas (separadas a uma distância aproximada 

de 100-200 m). No Deserto do Atacama, Chile, oito pontos de altitudes distintas foram 

amostrados e em cada ponto em triplicata. No continente antártico a amostragem foi 

realizada em nove pontos de altitudes distintas e em triplicata. As amostras do Campo de 15 

Altitude no Brasil e do Deserto do Atacama foram transportadas em temperatura ambiente. 

As amostras do continente antártico foram transportadas congeladas (-20 °C) até o 

Laboratório e processadas em até uma semana após a coleta. 

 

4.3 Isolamento e preservação de fungos presentes em rochas 20 

 

Para o isolamento de fungos a partir dos fragmentos de rocha foram preparadas três 

subamostras de 1 g e colocadas em três tubos cônicos de 1,5 mL. Os tubos foram 

colocados no disruptor de células Bullet BlenderTM 24 (Uniscience, EUA) e o material 

pulverizado foi transferido para tubos cônicos de 15 mL contendo 9 mL de solução salina 25 

(0,85%). Após homogeinização, uma alíquota de 100 µL foi plaqueada em quatro meios de 

cultura diferentes: 

 

1. ágar Base Dicloran com Rosa de Bengala (DRBC) (Oxoid). Meio seletivo para 

isolamento de leveduras e fungos filamentosos, pois contem dicloram e rosa de bengala 30 

para inibir os fungos de crescimento rápido, como espécies de Zygomycota, e 

cloranfenicol responsável pela inibição do crescimento bacteriano; 

2. ágar base Dicloran-Glicerol (DG18) (Oxoid). Meio seletivo para isolamento de fungos 

xerofílicos, isolados de substratos com baixa atividade de água, pois contem glicerol, 
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dicloran e sulfato de estreptomicina e terramicina (50 µg/mL) para inibir o crescimento 

bacteriano; 

3. ágar extrato de malte-extrato de levedura (YM - peptona 0,5%, extrato de levedura 0,3%, 

glicose 1,0%, extrato de malte 0,3% e ágar 2,0%) acrescido de 200 mg/L de 

cloranfenicol para inibição de bactérias; 5 

4. ágar MYEA (extrato de malte 2,0%, extrato de levedura 0,2% e ágar 2,0%) acrescido de 

200 mg/L de cloranfenicol para inibição de bactérias. 

 

As placas foram incubadas por até dois meses, sendo aquelas provenientes das 

coletas do Campo de Altitude na Serra do Caraça e do Deserto do Atacamaa 25 °C, 10 

enquanto que as placas provenientes da coleta no continente antártico a 15 °C. Os fungos 

obtidos foram purificados em placas de Petri contendo o meio YM e incubados sob a mesma 

temperatura de isolamento dos seus respectivos habitats. 

Os fungos filamentosos foram armazenados em duplicata, em água destilada 

esterilizada (CASTELLANI, 1967) e em glicerol 15% a –80 °C. As culturas puras de 15 

leveduras foram inoculadas em meio GYMP (glicose 2%, extrato de levedura 0,5%, extrato 

de malte 1% e de fosfato de sódio 0,2%) e após o período de 24-48 horas foi acrescido de 

15% glicerol e mantidas a –80 °C.Todos os isolados obtidos foram armazenados na Coleção 

de Micro-organismos e Células do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciências 

Biológicas da UFMG. 20 

 

4.4 Identificação dos fungos 

 

As culturas dos isolados de fungos filamentosos obtidas foram fotografadas (frente e 

verso) e agrupadas de acordo com as seguintes características macromorfológicas: cor da 25 

colônia (frente e verso), textura da superfície (frente e verso), aspecto da borda, produção 

de pigmentos e velocidade de crescimento. As leveduras foram agrupadas de acordo com 

as características macromorfológicas das colônias (cor, tamanho, borda, forma, aspecto e 

textura). 

As leveduras e fungos filamentosos foram submetidos à análise molecular por meio 30 

da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando-se o iniciador (GTG)5, de acordo com 

Lieckfeldt et al. (1993). Com base no perfil eletroforético dos produtos amplificados por PCR 

com o iniciador (GTG)5, um isolado dentre os que apresentaram um mesmo padrão de 

bandas foi selecionado para sequenciamento. No caso das leveduras, o sequenciamento 

dos domínios D1/D2 da subunidade maior do DNA ribossomal foram utilizados os 35 

iniciadores NL1 e NL4. No caso dos fungos filamentosos, o sequenciamento da região 
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transcrita interna ITS1-5.8S da região gênica do rRNA, foram utilizados os iniciadores ITS1 e 

ITS4. Além disso, para alguns táxons de filamentosos, também foram submetidos ao 

sequenciamento dos fragmentos gênicos da β-butulina e RNA polimerase II (RPB2). 

 

4.4.1 Extração do DNA total 5 

4.4.1.1 Leveduras 

Para extração do DNA total, os isolados de levedura foram crescidos em agar YM. 

Após crescimento, as colônias foram ressuspendidas em tubos de 1,5 mL com 100 µL de 

tampão de lise (Tris-HCL – trishidroximetilaminometano 0,05 M, EDTA – ácido 

etilenodiamino tetra-acético 0,005 M, NaCL 0,1M e SDS – sódio dodecil sulfato 1%) e 10 

incubadas em banho seco a 65 ºC por 30 minutos. Em seguida, foi adicionado 100 µL de 

fenol:clorofórmio:isoamílico (25:24:1 – Sigma) aos tubos e os mesmos foram vedados com 

filme de parafina, homogeneizados em vórtex durante 4 minutos e centrifugados a 14.000 

rpm durante 15 minutos. O sobrenadante foi retirado e transferido para novo tudo de 1,5 mL, 

adicionados 100 µL de etanol 70% (Merck) a 4 °C. O conteúdo foi homogeneizado e 15 

centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e os tubos 

mantidos em temperatura ambiente até a evaporação do etanol. O DNA total foi 

ressuspendido em 50 µL de Tris-EDTA (Tris-HCL 0,01M e EDTA 0,001M) e armazenado em 

freezer a -20 ºC. 

 20 

4.4.1.2 Fungos filamentosos 

 

A extração do DNA total foi feita de acordo com Rosa et al. (2009), com 

modificações. Os fungos filamentosos foram inoculados em caldo extrato de malte 2% por 

sete dias. Após esse período, o micélio foi transferido para tubos de 1,5 mL e acrescido de 25 

400 µL de tampão de lise (Tris-HCl – trishidroximetilaminometano 0,05 M, EDTA - ácido 

etilenodiamino tetra-acético 0,005 M, NaCl 0,1 M e SDS – dodecil sulfato de sódio 1%) e 

armazenados a –20 ºC. Para a extração do DNA, o micélio foi triturado em extrator de 

células Bullet BlenderTM 24 (Uniscience, EUA) com o auxílio de três esferas de aço inox 

(3,175 mm de diâmetro). Após essa etapa, foram adicionados 162 µL de CTAB de Hoog 30 

(Tris 2M, NaCl 8,2%, EDTA 2M e CTAB 0,2%), seguido de homogeneização e incubação 

por 30 min a 65 ºC. A seguir, foram acrescentados 570 µL da mistura clorofórmio/álcool 

isoamílico (24:1). Após homogeneização o tubo foi incubado por 30 minutos em gelo. Em 
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seguida, foi realizada uma centrifugação a 13.200 rpm por 10 minutos. O líquido 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL onde foram acrescentados 10% 

do volume de acetato de sódio 3M. Após homogeneização, o tubo foi incubado a 0 ºC por 30 

minutos e uma nova centrifugação a 13.200 rpm por 10 minutos foi realizada. O 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo, onde foram adicionados 50% do volume de 5 

isopropanol (Merck) e mantido à temperatura ambiente por 15 minutos. Foi realizada uma 

centrifugação a 13.200 rpm por 5 minutos e o sobrenadante desprezado por inversão. A 

seguir, foram adicionados 200 µL de etanol (Merck) 70% p/v com o auxílio de uma pipeta, a 

suspensão foi gentilmente homogeneizada. A amostra foi centrifugada a 13.200 rpm por 5 

minutos e o sobrenadante desprezado por inversão. Novamente foram adicionados 200 µL 10 

de etanol 70% frio, a suspensão foi homogeneizada, centrifugada a 13.200 rpm por 5 

minutos e o sobrenadante desprezado por inversão. Após o tubo secar por 

aproximadamente 15 minutos, foram adicionados 100 µL de Tris-EDTA (Tris-HCl 0,01 M e 

EDTA 0,001 M) seguido por incubação a 65 ºC por 60 minutos para hidratação do DNA. O 

produto obtido foi quantificado em espectrofotômetro a 260/280 nm (NanoDrop ND 1000 15 

Thechnologies, EUA) e armazenado a -20 °C até utilização. 

 

4.4.2 Obtenção de amplicons 

4.4.2.1 Amplificação utilizando o iniciador (GTG)5 

Para confirmação da identificação morfológica, os isolados foram submetidos à 20 

análise molecular por meio de PCR microsatélite utilizando o (GTG)5. A reação de PCR 

microsatélite teve um volume final de 25 µL, 2 µL do iniciador (GTG)510 µmol (Invitrogen), 

2,5 µL de tampão de PCR 10X (Fermentas), 1,5 µL de MgCl2 25mM, 1 µL de dNTP 10 mM , 

0,2 µL de Taq DNA polimerase 1.25U (Fermentas), 1 a 5 µL do DNA (de modo que a reação 

final contenha entre 50 e 500 ng) e o volume final completado com água ultrapura 25 

esterilizada. As reações de PCR foram realizadas utilizando o termociclador 

MastercycleproS (Eppendorf, EUA), sob as seguintes condições: desnaturação inicial a 94 

ºC por 2 minutos, seguido por 40 ciclos de 45 segundos de desnaturação a 93 ºC, 1 minuto 

da anelamento a 50 ºC e 1 minuto de extensão a 72 ºC, e uma extensão final por 6 minutos 

a 72 ºC. Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% 30 

(Pronadisa), em tampão TBE 0,5X (54 g de tris base, 27,5 g de ácido bórico, 20 mL de 

EDTA 0,5 M, pH 8,0), resolvidas durante aproximadamente 90 minutos a 80V. As amostras 

foram coradas pela adição GelRedTM (Biotium), visualizadas sob luz ultravioleta e 

fotografados pelo sistema de foto-documentação de gel (VilberLourmat, França). 
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4.4.2.2 Amplificação utilizando iniciadores NL-1 e NL-4 

Das leveduras que apresentarem perfis moleculares distintos um isolado foi 

selecionado para o sequenciamento da região D1/D2 da subunidade maior do rDNA, 

utilizando os iniciadores NL-1 e NL-4, segundo Lachance et al. (1999). A reação de PCR foi 

realizada em um volume final de 50 µL contendo 5 µL de tampão de PCR 10X (Fermentas), 5 

3 µL de MgCl2 25 mM (Fermentas), 2 µL de dNTP 10 mM, 1 µL de cada iniciador NL-1 e NL-

4 a 10 pmol (Invitrogen), 1 a 5 µL do DNA (de modo que a reação final contenha entre 50 e 

500 ng), 0,2 µL de Taq DNA polimerase 1.25 U (Fermentas) e água ultrapura esterilizada 

q.s.p. 50 µL. As reações de PCR foram realizadas utilizando o termociclador 

MastercycleproS (Eppendorf, EUA). O programa de ciclagem consistiu de uma 10 

desnaturação inicial a 95 ºC por 2 minutos, seguido por 35 ciclos de 15 segundos de 

desnaturação a 95 ºC, 25 segundos de anelamento do iniciador a 54 ºC e 20 segundos de 

extensão a 72 ºC, e uma extensão final por 10 minutos a 72 ºC. Os amplicons foram 

analisados por eletroforese em gel de agarose 1,0% (Pronadisa), em tampão TBE 0,5X, 

resolvidas durante aproximadamente 30 minutos a 120 V. As amostras foram coradas pela 15 

adição GelRedTM (Biotium), visualizadas sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de 

foto-documentação de gel (VilberLourmat, França). 

4.4.2.3 Amplificação utilizando os iniciadores ITS1 e ITS4 

 

Para amplificação da região transcrita interna ITS1-5.8S da região do gene rRNA 20 

foram utilizados os iniciadores ITS1 e ITS4, conforme descrito por White et al. (1990). A 

reação de PCR foi realizada em um volume final de 50 µL contendo 5 µL de tampão de PCR 

10X (Fermentas), 3µL de MgCl2 25mM (Fermentas), 2 µL de dNTP 10 mM, 1 µL de cada 

iniciador ITS1 e ITS4 a 10 pmol (Invitrogen), 0,2 µL de Taq DNA polimerase 1,25U 

(Fermentas),1 a 5 µL do DNA (de modo que a reação contenha entre 50 a 500 ng) e 50 µL 25 

q.s.p. água ultrapura esterilizada. As reações de PCR foram realizadas utilizando o 

termociclador MastercycleproS (Eppendorf, EUA). O programa de ciclagem consistiu de uma 

desnaturação inicial a 94 ºC por 5 min, seguido por 35 ciclos de 1 minuto de desnaturação a 

94 ºC, 1 minuto de anelamento a 55 ºC, 1 minuto de extensão a 72 ºC, e uma extensão final 

por 5 minutos a 72 ºC. Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose 30 

1,0% (Pronadisa), em tampão TBE 0,5X, resolvidas durante aproximadamente 30 minutos a 

120 V. As amostras foram coradas pela adição GelRedTM (Biotium), visualizadas sob luz 

ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentação de gel (VilberLourmat, 

França). 



 42

 

4.4.2.4 Amplificação do fragmento gênico da β-tubulina 

 

Para amplificação do fragmento gênico da β-tubulina foram utilizados os iniciadores 

BT2a e BT2b, conforme descrito por Glass & Donaldson (1995). A PCR foi realizada em um 5 

volume final de 50 µL contendo de 1,0 a 5,0 µL de DNA (de modo que a reação contenha 

entre 50-500 ng/µL), 1,0 µL de cada iniciador BT2a e BT2b 10 µmol (Invitrogen), 5,0 µL de 

tampão de PCR 10X (Fermentas), 3,0 µL de MgCl2 25 mM, 2,0 µL de dNTP 10 mM, 0,2 µL 

de Taq DNA polimerase 1.25U (Fermentas) e o volume final completado com água ultrapura 

esterilizada. As reações de PCR foram realizadas utilizando o termociclador 10 

MastercycleproS (Eppendorf, EUA). O programa consistiu de uma desnaturação inicial a 94 

ºC por 5minutos, seguido por 35 ciclos de 1 minuto de desnaturação a 94 ºC, 1 minuto 

deanelamento a 59 ºC e 90 segundos de extensão a 72 ºC e uma extensão finalpor 7 

minutos a 72 ºC. Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,0% 

(Pronadisa), em tampão TBE 0,5X, resolvidas durante aproximadamente 30 minutos a 120 15 

V. As amostras foram coradas pela adição GelRedTM (Biotium), visualizadas sob luz 

ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentação de gel (VilberLourmat, 

França). 

 

4.4.2.5 Amplificação fragmento gênico da RNA polimerase II 20 

 

Para amplificação parcial da RNA polimerase II (RPB2) foram utilizados os 

iniciadores RPB2 5F e RPB2 7R conforme descrito por Malkus et al. (2006). A PCR foi 

realizada em um volume final de 50 µL contendo de 1,0 a 5,0 µL deDNA (de modo que a 

reação contenha entre 50-500 ng/µL), 1,0 µL de cada iniciador RBP2 5F e RPB2 7R a 10 25 

µmol (Invitrogen), 5,0 µL de tampão de PCR 10X (Fermentas), 3,0 µL de MgCl2 25 mM,2,0 

µL de dNTP 10 mM, 0,2 µL de Taq DNA polimerase 1.25U (Fermentas) e ovolume final 

completado com água ultrapura esterilizada. As reações de PCR foram realizadas utilizando 

o termociclador MastercycleproS (Eppendorf, EUA). O programa consistiu de uma 

desnaturação inicial a 94 ºC por 3 minutos, seguido por 35 ciclos de 20 segundos de 30 

desnaturação a 94 ºC, 55 segundos de anelamento a 55 ºC e 1 minuto de extensão a 72 ºC 

e uma extensão finalpor 10 minutos a 72 ºC. Os amplicons foram analisados por eletroforese 

em gel de agarose 1,0% (Pronadisa), em tampão TBE 0,5X, resolvidas durante 
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aproximadamente 30 minutos a 120V. As amostras foram coradas pela adição GelRedTM 

(Biotium), visualizadas sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-

documentação de gel (VilberLourmat, França). 

 

4.4.3 Purificação dos produtos de PCR 5 

 

Os amplicons gerados pela reação de PCR foram purificados utilizando Etanol-

EDTA. Ao produto de PCR (47 µL) foram adicionados 11,25 µL de EDTA 125 mM e 141 µL 

de etanol e deixados a temperatura ambiente por 15 minutos. O tubo foi centrifugado a 

13.200 rpm por 25 minutos e o sobrenadante descartado por inversão. A seguir, foram 10 

adicionados 120 µL de etanol 70-80% a 4 °C, o tubo centrifugado a 13.200 rpm por 10 

minutos e o etanol descartado por inversão. O tubo foi deixado à temperatura ambiente para 

evaporação de todo o excesso de etanol. Foram adicionados 10 µL de água e o conteúdo do 

tubo homogeneizado em “vortex” por 15 segundos. Em seguida, o tubo foi incubado em 

banho-maria a 37ºC por 10 minutos. O produto da PCR obtido foi dosado em NanoDrop ND 15 

1000 (NanoDrop Technologies, EUA) e armazenado a -20 °C até o momento da reação de 

sequenciamento. 

 

4.4.4 Reação de sequenciamento e precipitação das amostras 

 20 

As reações de sequenciamento foram realizadas utilizando o kit Big Dye versão 3.1 

(Applied Biosystems, EUA) em combinação com o sistema de sequenciamento 

automatizado ABI 3730 (Applied Biosystems, EUA). A reação de sequenciamento foi 

realizada em microplacas de 96 poços (Applied Biosystems, EUA) preparada para um 

volume final de 10 µL, em que foram colocados: 1 µL do inciador a (5 pmol), 1 µL de tampão 25 

(presente no kit de sequenciamento), 1 µL de Big Dye, 1 a 5 µL de DNA (de modo que a 

reação final contenha entre 5 e 20 ng) e o restante de água para injeção esterilizada para 

completar o volume, se necessário. O programa de ciclagem utilizado consistiu de uma 

desnaturação inicial a 36 °C por 1 minuto, 36 ciclos de anelamento a 96 °C por 15 

segundos, seguido por 15 segundos de extensão a 50 ºC e 4 minutos de extensão final a 60 30 

ºC.  

Os produtos do sequenciamento foram submetidos ao processo de precipitação com 

o acréscimo de 1 µL de EDTA a 125 mM, 1 µL de acetato de amônio e 50 µL de etanol 96% 

(Merck), em cada poço. A placa foi homogeneizada com auxílio de um vortex brevemente e 

então incubada por 15 minutos à temperatura ambiente, protegida da luz. Após incubação, 35 
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as amostras foram centrifugadas por 45 minutos a 3.700 r.p.m à temperatura ambiente e o 

sobrenadante descartado por inversão.  Em seguida, foram acrescentados 100 µL de etanol 

70% (Merck) e as amostras novamente centrifugadas por 15 minutos a 3.700 r.p.m à 

temperatura ambiente. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado por inversão e 

em cada poço foi acrescentado 10 µL de Formamida HI DI (Applied Biosystems, EUA). A 5 

placa foi armazenada a 4 ºC, protegida da luz, até injeção das amostras no sistema 

automatizado ABI 3730 (Applied Biosystems, EUA). 

 

4.4.5 Análise computacional das sequências 

 10 

 As sequências de DNA foram comparadas com as sequências de espécies tipo ou 

referência de fungos depositadas no GenBank e pertencentes a coleções de culturas 

internacionais, utilizando o programa BLASTn (Basic Local Alignment Serch Tool – versão 

2.215 do BLAST 2.0) disponível no portal NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), 

desenvolvido pelo National Center For Biotechnology. Os fungos que apresentaram 15 

sequências de ITS, NL, Bt e RPB com valor de E = 0, cobertura e identidade ≥99%, bem 

como proximidade quando analisadas filogeneticamente utilizando o programa MEGA 6 

(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA et al., 2013) foram considerados como 

pertencentes à mesma espécie. Para fungos com sequencias com valor de E diferente de 0 

e cobertura, e identidade ≤98%, os mesmos foram identificados em nível de gênero ou 20 

níveis hierárquicos mais altos após a análise filogenética. Além disso, para alguns táxons o 

termo ‘cf.’ (latim for confer = comparável a) foi utilizado para indicar a espécie a qual se 

assemelha, mas apresenta pequenas diferenças com a espécie referência. 

 Para identificação molecular foram utilizadas as sequências ≥350 pares de bases. As 

árvores filogenéticas foram construídas utilizando o algoritmo de Neighbor-joining. O modelo 25 

Maximum composite likelihood foi usado para estimar a distância evolucionária. Uma análise 

de bootstrap foi feita com 1.000 repetições utilizando os programas incluídos no MEGA 6. 

Informações sobre os níveis hierárquicos utilizados na taxonomia dos fungos foram obtidos 

no MycoBank (http://www.mycobank.org/), Index Fungorum (http://www.Índexfungorum.org/) 

e Kirk et al. (2008). 30 

 

4.4.6 Diversidade da comunidade de fungos: cálculo dos índices de abundância, 

riqueza, equitabilidade, similaridade e construção de curvas de rarefação 

 

Para avaliar a diversidade de espécies foram utilizados os seguintes índices: (a) 35 

Fisher-ɑ (diversidade), (b) Margalef (riqueza) e (c) Simpson (dominância). O índice de 
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diversidade de Fisher-ɑ é adequado para frequências em que diferentes espécies ocorrem 

de forma aleatória onde, comumente algumas espécies são tão raras que sua chance de 

inclusão é pequena (FISHER et al., 1943). Este índice é calculado pela fórmula S = a*ln 

(1+n/a) onde, S é o número de táxons presente na amostra, n é o número de indivíduos e a 

representa o índice de Fisher-ɑ.  5 

O Índice de Margalef é uma medida utilizada em ecologia para estimar a riqueza de 

espécies de uma comunidade com base na distribuição numérica dos indivíduos das 

diferentes espécies em função do número total de indivíduos existentes na amostra 

analisada. Sua fórmula é dada por S = (n-1)/ln (N), onde n é o número de táxons 

encontrados e N representa o número de indivíduos. Quanto mais alto o valor de S maior a 10 

riqueza de espécies do local amostrado.  

O índice de Simpson é muitas vezes utilizado para quantificar a biodiversidade de 

um ecossistema. Ele leva em conta o número de espécies presentes no local, bem como a 

abundância de cada espécie. Trata-se de um índice de dominância que mede a 

probabilidade de dois indivíduos, selecionados ao acaso na amostra, pertencer à mesma 15 

espécie.  

O cálculo da Dominância de Simpson (1-D) é dado pela fórmula D =Σ(n / N)2, onde n 

é o número total de organismos de uma mesma espécie e N o número total de organismos 

de todas as espécies. O valor estimado de 1 - D pode variar de 0 a 1, sendo que 0 

representa o mínimo de diversidade e 1 o máximo de diversidade, com as espécies 20 

distribuídas igualmente. Sendo assim, uma comunidade de espécies com maior diversidade 

terá uma menor dominância. 

Para avaliar a similaridade entre as comunidades fúngicas dos locais amostrados, 

utilizou-se o índice de Bray-Curtis (B) e o coeficiente de Sorensen (QS). O índice de Bray-

Curtis (B) varia de 0 a 1, sendo que 0 significa que as comunidades não compartilham 25 

nenhuma espécie e 1 que compartilham todas as espécies na mesma frequência. O 

coeficiente de Sorensen (QS) é representado pela fórmula: QS = 2C/(A+B), onde A e B 

representam o número de espécies nas amostras A e B, respectivamente, e C o número de 

espécies compartilhadas pelas duas amostras. 

Uma curva de rarefação foi traçada utilizando o índice de Mao Tau, o qual interpola 30 

valores entre zero e o número de amostras analisadas, e calcula a riqueza esperada e o 

intervalo de confiança. Para a construção dessas curvas foi utilizada a densidade de cada 

táxon obtido. Este cálculo permite uma comparação estatística direta entre a riqueza e os 

conjuntos de dados (COLWELL et al., 2004). Todos os resultados foram obtidos com 95% 

de confiança, e os valores de bootstrap calculados a partir de 1.000 repetições. Todos os 35 

índices foram calculados utilizando o programa computacional PAST 1.90 (RYAN et al., 
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1995). Todos os índices foram calculados utilizando o programa PAST 1.90 (HAMMER et 

al., 2001). 

 

4.5 Cultivo dos fungos para obtenção dos extratos brutos 

4.5.1 Extratos etanólicos 5 

 

A princípio, os isolados obtidos das rochas do Campo de Altitude da Serra do Caraça 

foram cultivados e extraídos com etanol P.A. (Vetec). Discos de aproximadamente 5 mm de 

crescimento fúngico dos isolados de fungos filamentosos foram inoculados em duas placas 

de Petri contendo meio de cultura YM. As placas foram incubadas a 25° ou 15 °C, de acordo 10 

com a temperatura de isolamento dos fungos, com umidade de 70-80% durante 15 dias. 

Após crescimento, o meio de cultura e a biomassa fúngica foram transferidos para tubos 

cônicos de 50 mL contendo etanol para extração dos metabólitos. Os tubos foram incubados 

a 10 ºC e após 72 horas, o sobrenadante foi transferido para frascos de cintilação e seco em 

centrífuga a vácuo Savant RVT 400 (Thermo Scientific, EUA) com temperatura inferior a 35 15 

°C. Os extratos secos foram solubilizados em dimetil sulfóxido (DMSO) (Sigma) a uma 

concentração de 100 mg/mL. 

 Para o cultivo das leveduras, estas foram inoculadas em tubos contendo caldo 

GYMP (glicose 2%, extrato de levedura 0,5%, extrato de malte 1% e Na2PO4 0,2%) e 

incubadas a 25° ou 15 °C, de acordo com a temperatura de isolamento, até o crescimento. 20 

Após o crescimento, 20 µL do caldo GYMP com as leveduras foram inoculados em 

microplacas de 24 poços contendo 2 mL por poço de meio YM. Após 15 dias de 

crescimento, o meio de cultura com o crescimento das leveduras foi macerado com o auxílio 

de palitos de madeira previamente esterilizados e acrescentados 1,5 mL de etanol P.A., 

para extração dos metabólitos secundários. As placas de 24 poços foram então incubadas a 25 

10 ºC e após 72 horas, o sobrenadante foi filtrado e transferido para frascos de 1,5 mL e 

secos em centrífuga a vácuo Savant RVT 400 (ThermoScientific, EUA), com temperatura 

inferior a 35 °C. Os extratos secos obtidos de leveduras e fungos filamentosos foram 

solubilizados em sulfóxido de dimetila (DMSO) (Sigma) a uma concentração de 100 mg/mL. 

 30 

4.5.2 Extratos diclorometânicos 

 

Os extratos etanólicos dos fungos isolados de rochas do Campo de Altitude que 

apresentaram atividade ≥70% de inibição nos ensaios antimicrobianos foram re-cultivados 

em meio YM para a obtenção de extratos brutos utilizando o solvente diclorometano (Vetec). 35 
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Da mesma forma, todos os fungos isolados de rochas do Deserto do Atacama e do 

continente antártico também foram cultivados para a produção de extratos brutos 

diclorometânicos. Os isolados foram inoculados em 5 placas de Petri de 90 mm contendo 20 

mL de meio YM, incubados a 25° ou 15 °C, de acordo com a temperatura de isolamento dos 

fungos, com umidade de 70-80% durante 15 dias. Após este período, o meio de cultura e a 5 

biomossa fúngica foram transferidos para frascos de vidro e congelados a -80 °C. Após o 

congelamento das amostras, as mesmas foram submetidas ao processo de liofilização em 

Liofilizador LioTop-L101 (LioTop, Brasil). Após a completa desidratação da biomassa, foi 

acrescentado 50 mL de diclorometano P.A. (Vetec). Os frascos foram incubados a 

temperatura ambiente por 72 horas e o sobrenadante (fase diclorometânica) foi filtrado para 10 

frascos de cintilação e seco em centrífuga a vácuo (Savant RVT 400) com temperatura 

inferior a 35 °C. Como a extração com o solvente diclorometano reduz a quantidade de 

açucares e metabólitos mais polares do extrato bruto, a concentração inibitória mínima dos 

extratos ativos pode ser reduzida. Dessa forma, os extratos foram solubilizados em sulfóxido 

de dimetila (DMSO) (Sigma) a uma concentração de 100 mg/mL e armazenados a -20 °C 15 

até a realização dos ensaios biológicos. Os extratos foram solubilizados em DMSO a uma 

concentração de 20 mg/mL e armazenados a -20 °C na extratoteca do Laboratório de 

Química de Produtos Naturais do Centro de Pesquisas René Rachou (LQPN-CPqRR-

FIOCRUZ) até a realização dos ensaios biológicos. 

 20 

4.5.3 Cultivo em larga escala 

 

Após a triagem realizada com os extratos produzidos, o extrato do fungo que 

apresentou atividade biológica foi re-cultivado em larga escala para obtenção de novo 

extrato bruto diclorometânico. O fungo selecionado foi cultivado em 500 placas de Petri 25 

contendo meio YM e incubado a 25±2 °C com umidade de 70-80%. Após 15 dias de 

crescimento, o meio de cultura com o crescimento micelial foi congelado a -80 °C por 48 

horas, liofilizado por três dias para remoção da água, sendo posteriormente transferidos 

para frascos de vidro e adicionados DCM. O conteúdo dos frascos foi mantido a temperatura 

ambiente durante 2 a 5 dias. Após este período, a fase orgânica foi filtrada através de papel 30 

filtro, concentrada com auxílio de rota evaporador (IKA RV10, Alemanha) e então seca. 

Todos os extratos obtidos foram armazenados a -20 °C para análises posteriores. 
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4.6 Ensaios Biológicos 

4.6.1 Triagem da atividade antimicrobiana 

 

A determinação da atividade antimicrobiana dos extratos obtidos foi avaliada pelo 

método de microdiluição em placa de acordo com metodologia descrita nas normas do 5 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI M7 – A6, vol. 23 n° 2) para as bactérias, 

com modificações; 7.1 Antifungal Susceptibility Testing Subcommittee of the European 

Committee on Antibiotic Susceptibility Testing (AFTS-EUCAST, 2002), para leveduras, com 

modificações; e para fungos filamentosos o “Método de Referência para Testes de Diluição 

em Caldo para a Determinação da Sensibilidade a Terapia Antifúngica dos Fungos 10 

Filamentosos” (CLSI M38 – A2, vol.22, n°16), com modificações. 

Os ensaios foram realizados no Laboratório de Sistemática e Biomoléculas de 

Fungos (ICB/UFMG), utilizando-se como micro-organismos alvo as linhagens de Escherichia 

coli ATCC11775, Pseudomonas aeruginosa ATCC10145, Staphylococcus aureus ATCC 

12600, Candida albicans ATCC60193, C. krusei ATCC6258 e Cladosporium 15 

sphaerospermum CCT1740 (CARVALHO et al., 2012). 

 

4.6.1.1 Ensaio antimicrobiano contra bactérias e leveduras 

 

As bactérias testadas foram crescidas em Agar Mueller-Hinton (Difco) a 35 ºC por 24 20 

horas. Após este período, uma alçada da cultura foi suspensa em solução salina estéril 

0,85% (0,145 mol/L). A suspensão resultante foi homogeneizada em agitador tipo vórtex 

durante 15 segundos. A densidade celular da suspensão foi padronizada em 

espectrofotômetro (Bioespectro SP-22) para 0,08 a 0,1 de absorbância a 625 nm, o que 

corresponde a 1 a 2 x 108 UFC/mL. Posteriormente, a suspensão obtida foi diluída 10 vezes 25 

em caldo Mueller-Hinton para utilização no ensaio. 

Os isolados das leveduras foram crescidos em ágar Sabouraud (Difco) a 35 ºC, por 

24 horas. Cinco colônias distintas com diâmetro de aproximadamente 1 mm foram 

suspensas em solução salina estéril 0,85% (0,145 mol/L). A suspensão resultante foi 

homogeneizada em agitador tipo vórtex durante 15 segundos. A densidade celular foi 30 

padronizada em espectrofotômetro (Bioespectro SP-22) para 70% de transmitância, a 530 

nm, o que corresponde a 106 UFC/mL. A padronização foi feita acrescentando-se solução 

salina, quando necessário. Posteriormente, a suspensão obtida foi diluída 10 vezes em meio 

de cultura (RPMI 1640 acrescido de 2% de glicose) para utilização no ensaio. 

Para a realização do ensaio antimicrobiano foi utilizado o meio de cultura Agar 35 

Mueller-Hinton para as bactérias e o meio sintético RPMI 1640 (INLAB Diagnóstica) 
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tamponado com ácido morfolinepropano sulfônico (MOPS) (SIGMA), suplementado com 2% 

glicose para as leveduras, e placas de 96 poços de fundo chato (TPP, Suíça). Os extratos 

foram testados na concentração de 100 µg/mL, e todos os testes foram realizados em 

duplicata. 

Em cada poço utilizado para teste foram inoculados 25 µL do extrato (dissolvidos em 5 

DMSO e água deionizada autoclavada), 25 µL de ágar Mueller-Hinton para as bactérias ou 

25 µL de RPMI 1640 suplementado com 2% glicose para as leveduras e 50 µL de inóculo. 

Como controles positivos foram utilizados o cloranfenicol (Sigma) a 32 µg/mL para as 

bactérias e a anfotericina (Sigma) a 2 µg/mL para as leveduras. Ao final, o volume de cada 

poço foi 100 µL e as concentrações de DMSO 0,25% e extrato 250 µg/mL. As placas foram 10 

submetidas à agitação de 200 rpm por aproximadamente 20 minutos e incubadas a 35ºC por 

24 horas. Em todos os ensaios foram feitos os controles de toxicidade do DMSO, do 

crescimento fúngico/bacteriano, da esterilidade dos meios de cultura e da susceptibilidade 

às drogas controles. 

Após incubação, em cada poço foi acrescentado 10 µL de Brometo Tiazolil Azul de 15 

Tetrazólico (MTT) (Amresco) a 5 mg/mL, homogeneizado e as placas novamente incubadas 

a 35ºC por 4 horas. Posteriormente, foram acrescentados a cada poço 100 µL de 

SDS/Isopropanol 5% (50g de Dodecil Sulfato de Sódio, 200 mL água deionizada 

autoclavada, 500 mL q.s.p. isopropanol PA, pH 5,4), e então as placas foram 

homogeneizadas rigorosamente. A leitura foi realizada por meio do método colorimétrico do 20 

MTT em um leitor de microplaca VERSAmax (Molecular Devices) pelo programa Softmax® 

Pro 5 (Molecular Devices), a um comprimento de onda 570 nm. A absorbância dos poços 

testes foi comparada com a absorbância do controle de micro-organismo, sendo a 

porcentagem de inibição calculada por meio da fórmula abaixo, em que DO* refere-se à 

densidade ótica dos poços: 25 

 

Porcentagem de Inibição: Densidade óptica poço controle sem drogas – DO poço tratado X 100 

                                Densidade óptica do poço controle sem drogas 

 

Arbitrariamente, foram considerados ativos os extratos com valor de inibição maior 30 

ou igual que 70%. Estes foram testados para determinação da Concentração Inibitória 

Mínima (CIM). 

 

4.6.1.2 Ensaio antimicrobiano contra Cladosporium sphaerospermum 

 35 
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Para o ensaio contra o fungo filamentoso C. sphaerospermum CCT1740, este foi 

previamente crescido em BDA a 25 ºC por 7 a 10 dias. Para o preparo do inóculo, uma 

alçada bem carregada de esporos foi suspensa em 10 mL de solução salina estéril 0,85% 

(0,145 mol/L). A suspensão resultante foi homogeneizada em agitador tipo vórtex durante 15 

segundos. A densidade celular da suspensão foi ajustada em espectrofotômetro 5 

(Bioespectro SP-22) para 15% de transmitância a 620nm, o que corresponde a 106 

esporos/mL. Posteriormente, a suspensão obtida foi diluída 50 vezes em meio de cultura 

RPMI 1640 (INLAB Diagnóstica) para utilização no ensaio. Os extratos foram testados na 

concentração de 100 mg/mL, e todos os testes foram realizados em duplicata. Em cada 

poço utilizado para teste foram inoculados 25 µL do extrato (dissolvidos em DMSO e 10 

diluídos em água deionizada autoclavada para a concentração de 1 mg/mL), 25 µL do meio 

de cultura e 50 µL do inóculo. Como controle positivo foi utilizado Benomyl (Sigma) a 1,16 

µg/mL. Ao final, o volume de cada poço foi de 100 µL e as concentrações de DMSO 0,25% 

e extrato 250 µg/mL. Ao final do processo as placas foram submetidas à agitação por 

aproximadamente 20 minutos a 200 rpm. Posteriormente, foram incubadas a 25ºC por 48 15 

horas. A leitura foi realizada em leitor de microplaca VERSAmax (Molecular Devices) pelo 

programa Softmax® Pro 5 (Molecular Devices), a um comprimento de onda 620 nm. A 

absorbância dos poços testes foi comparada com a absorbância do controle de micro-

organismo não tratado. Arbitrariamente foram considerados ativos os extratos com valor de 

inibição maior ou igual que 70%. Estes foram testados para cálculo da Concentração 20 

Inibitória Mínima (CIM). 

 

4.6.1.3 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

Para a determinação da Concentração Inibitória Mínima dos extratos ativos, na 25 

primeira coluna do poço teste (coluna 2) foram inoculados 100 µL do extrato (dissolvidos em 

DMSO e diluídos em meio de cultura para a concentração de 500 µg/mL), 50 µL do meio de 

cultura (coluna 3 a 11) e 50 µL do inóculo (coluna 2 a 11). Posteriormente, foram realizadas 

diluições sucessivas a partir da coluna 2 até a coluna 11. Ao final, o volume de cada poço foi 

de 100 µL, as concentrações de DMSO 0,1% e os extratos variaram de 250 µg/mL a 0,488 30 

µg/mL. O meio de cultura, a padronização do inóculo, os controles positivos e negativos e a 

leitura dos resultados foram realizados conforme descrito acima na triagem da atividade 

antimicrobiana, para os respectivos micro-organismos alvos. 
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4.6.2 Triagem da atividade anticâncer, antiparasitária e antiviral 

4.6.2.1 Ensaio com células tumorais humanas 

 

O efeito dos extratos sobre a proliferação celular foi avaliado utilizando-se as 

linhagens tumorais humanas MCF-7 (glândula mamária) e TK-10 (renal) (Monks et al., 5 

1991). De acordo com dados do NCI (National Cancer Institute), estas linhagens são 

capazes de detectar 95% dos extratos que contém substâncias antitumorais. De forma 

breve, as suspensões celulares foram diluídas de acordo com a linhagem, de modo que 100 

µL colocados em cada poço de uma placa de 96 poços continham em torno de 15.000 

células. Os inóculos foram incubados por 24 horas a 37 ºC para estabilização. As células 10 

foram incubadas na presença dos extratos por 48 horas em atmosfera de CO2 e 100% de 

umidade. A multiplicação destas células foi medida pelo método colorimétrico empregando a 

sulforrodamina B. Este corante se liga aos aminoácidos básicos das proteínas das células e 

pode ser utilizado para quantificar a proliferação celular. Os extratos capazes de inibir a 

multiplicação celular em pelo menos 70% foram selecionados como ativos. Os testes foram 15 

realizados em triplicatas e com controles positivos representados por drogas anticâncer. 

 

4.6.2.2 Ensaio in vitro com a forma amastigota-like de Leishmania amazonensis 

 

Culturas axênicas da forma amastigota-like de Leishmania amazonensis, 20 

previamente caracterizadas por meio de eletroforese de isoenzimas e depositadas no banco 

de cepas da Coleção de Leishmania do Centro de Referência em Tipagem de Leishmania 

do Instituto Oswaldo Cruz, foram utilizadas para o ensaio adotando-se o protocolo proposto 

por Callahan et al. (1997) com algumas modificações. Amastigotas são semeadas a 108 

parasitos/mL e deixadas em meio apropriado, na presença ou não dos extratos em 25 

diferentes concentrações para cálculo da concentração inibitória mínima (IC50) e drogas 

controle. Após 72 horas a atividade dos extratos testados sobre as amastigotas nos poços 

teste foi mensurada pelo método colorimétrico do MTT (Sigma/USA). A absorbância dos 

poços testes foi comparada com as absorbâncias dos controles com e sem drogas de 

referência (Anfotericina B). Foram considerados ativos os extratos capazes de inibir acima 30 

de 70% a proliferação dos parasitas. 
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4.6.2.3 Ensaio in vitro sobre formas tripomastigotas e amastigotas intracelulares de 

Trypanosoma cruzi 

 

Os extratos foram testados por meio do ensaio colorimétrico desenvolvido por 

Buckner et al. (1996), com modificações. Este ensaio utiliza uma cepa de T. cruzi (Tulahuen) 5 

transformada para expressar beta-galactosidase, enzima que é capaz de catalisar uma 

reação colorimétrica quando o cloro-phenolred beta-D-galactopyranoside (CPRG) é utilizado 

como substrato. Para a triagem dos extratos, o ensaio foi realizado da seguinte forma: 4.000 

células L929 por poço foram inoculadas em placas de 96 poços, seguido de incubação 

overnight em estufa a 37 °C para a adesão da célula à superfície. Após incubação, a 10 

infecção foi realizada com 10 parasitas/célula durante 2 horas. Após esse período, o meio 

contendo os parasitas extracelulares foi substituído por meio novo e a placa novamente 

incubada a 37 °C durante 48 horas. O meio de cultura foi substituído por 160 µL de meio 

novo, além dos extratos naturais diluídos numa concentração de 20 µg/mL ou 10 µM em 40 

µL de DMSO 5% em meio, e a placa incubada a 37 °C por 96 h. Após esse período, foi 15 

adicionado o substrato CPRG aos poços, a placa incubada a 37 °C, e a leitura realizada 

após 16-20 horas em espectrofotômetro utilizando um filtro de 570 nm. Em paralelo, foram 

utilizados os seguintes controles: células não infectadas, células infectadas não tratadas, 

benzonidazol a 1 µg/mL (3,81 µM) (controle positivo) e DMSO diluído em meio a uma 

concentração final de 1% (controle negativo). Os resultados foram expressos como a 20 

porcentagem de redução da absorbância dos poços experimentais em comparação com a 

absorbância dos poços com células infectadas não tratadas. Os ensaios foram realizados 

em duplicata. 

 

4.6.2.4 Ensaio antiviral contra Dengue vírus 2 25 

 

Para realização do ensaio antiviral contra o vírus da Dengue 2 (DEN-2), 

monocamadas de células de rim de camundongos jovens (BHK-21) foram cultivadas em 

placas de 96 poços, utilizando meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado 

com 5% de soro bovino fetal (FBS), 100 µg/mL estreptomicina e 0,25 µg/mL de anfotericina 30 

B e foram expostas a diferentes concentrações de extratos fúngicos, durante 72 horas na 

presença de DEN-2. Os extratos fúngicos foram preparados a 2 mg/mL em 10% de DMSO. 

A suspensão de vírus multiplicou-se até infecção (moi = 5) e os extratos, em concentrações 

que variam de 100-0,78 µm/mL foram simultaneamente adicionados às placas, em duas 

repetições. Os controles para as células não infectadas (células não tratadas), vírus (células 35 
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infectadas não tratadas), na presença ou não de DMSO foram executados em paralelo, 

durante cada experiência. A atividade antiviral foi avaliada pelo sistema de efeito citopático 

característico (CPE), causada pelo vírus da dengue 2 observado por microscopia óptica 

(TANG et al., 2012), seguido por ensaio colorimétrico utilizando MTT (Sigma-EUA) 

(BETANCUR-GALVIS et al., 1999). Os resultados foram expressos como a percentagem de 5 

inibição de CPE em relação aos controles sem extratos. Todos os ensaios antivirais foram 

repetidos pelo menos três vezes. 

 

4.6.3 Avaliação da atividade antimicrobiana de frações e substâncias 

 10 

Para posterior avaliação das frações e substâncias obtidas da purificação dos 

extratos selecionados para o fracionamento biomonitorado, foram realizados ensaios 

biológicos na plataforma do National Center for Natural Products Research, na University of 

Mississippi, EUA. Para esses experimentos foram utilizados os micro-organismos obtidos da 

American Type Culture Collection ATCC (Manassas, VA) e testados utilizando versões 15 

modificadas do CLSI (anteriormente NCCLS) métodos (NCCLS-M27-A2, 2002; NCCLS-M7-

A7, 2006; NCCLS-M24-A, 2003; NCCLS-M38-A, 2002). Como micro-organismos alvo foram 

utilizados as linhagens de Candida albicans ATCC90028, C. glabrata ATCC90030, C. krusei 

ATCC6258, Cryptococcus neoformans ATCC90113, Aspergillus fumigatus ATCC204305, 

Staphylococcus aureus ATCC29213, resistente à meticilina, S. aureus ATCC33591 (MRS), 20 

Escherichia coli ATCC35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 e Mycobacterium 

intracellulare ATCC23068. Mycobacterium intracellulare foi testado utilizando um método 

modificado a partir de Franzblau et al. (1998). 

As amostras foram diluídas pelo método de diluição seriada a 20% em DMSO/salina 

(0,75%) e transferidas para microplacas de 96 poços de fundo plano, em duplicata. Para a 25 

triagem, os extratos brutos foram testados a 50 µg/mL. Enquanto que a concentração dos 

controles positivos foi 1µg/mL da ciprofloxacina (ICN Biomedicals, EUA) para as bactérias e 

5 µg/mL da anfotericina B (ICN Biomedicals, EUA) para fungos. Os inóculos microbianos 

foram preparados a fim de corrigir a densidade óptica a 630 nm das suspensões de células 

preparadas em caldo. Como a leitura foi realizada em leitor de microplaca Biotek 30 

Powerwave XS (Bio-TekInstruments, EUA) a um comprimento de onda de 530 nm. Para os 

fungos M. intracellulare e A. fumigatus foi utilizado o leitor de microplacas PolarstarGalaxy 

(BMG Lab Technologies, Alemanha) antes e após incubação. As temperaturas e tempos de 

incubação variaram de acordo com os diferentes micro-organismos: 35 °C por 46-50 horas 

para Candida spp.; 35 °C por 16-20 h para Staphylococcus spp., E. coli, e P. aeruginosa; 35 35 

°C por 70-74 horas para C. neoformans; 35 °C por 46-50 horas para A. fumigatus; e 37 °C e 
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10% de CO2 por 70-74 horas para M. intracellulare. Para cálculo da CI50 das frações e 

substâncias, os mesmos foram testados nas concentrações de 20 a 0,8 µg/mL, enquanto 

que os controles positivos ciprofloxacina a 1 - 0,001 µg/mL e a anfotericina B a 5-0,005 

µg/mL. A porcentagem de crescimento e a concentração testada foram representadas 

graficamente para se obter o valor CI50. 5 

 

4.7 Seleção dos extratos para análise química 

 

 Após as confirmações dos ensaios biológicos realizados, os extratos considerados 

ativos foram inicialmente submetidos à Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear 10 

(RMN) H1 para posterior fracionamento químico biomonitorado a fim de posteriormente isolar 

e/ou identificar os metabólitos ativos. Os experimentos descritos a seguir foram realizados 

nas dependências do Natural Products Utilization Research Unit pertencente ao National 

Center for Natural Products Research do United States Department of Agriculture 

(ARS/NPURU/USDA) sob orientação do Dr. Charles Cantrell (Químico) e colaboração de 15 

técnicos especializados. 

 

4.8 Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear 

 

Os extratos, frações e substâncias puras com atividade biológica foram analisados 20 

para obtenção dos espectros de ressonância magnética nuclear (RMN) 1H e 13C obtidos 

utilizando o aparelho Inova 600 MHzVarian (Palo Alto, CA). As amostras foram preparadas a 

aproximadamente 10 mg/mL em clorofórmio deuterado (CDCl3) e analisadas em tubos de 

RMN de 3 mm. Todos os espectros de RMN foram processados pelo programa MestRe 

Nova v8.1.2-11880 (Mestre lab Research, S. L., 2013). 25 

 

4.9 Fracionamento químico biomonitorado 

 

Após a análise dos espectros de RMN 1H, os extratos brutos selecionados com 

grupos químicos de interesse, por exemplo compostos aromáticos, foram submetidos ao 30 

fracionamento químico biomonitorado visando à purificação e identificação dos prováveis 

metabólitos responsáveis pela atividade biológica. Inicialmente, realizou-se a Cromatografia 

em Camada Delgada (CCD) do(s) extrato(s) bruto(s) a fim de selecionar os solventes para o 

fracionamento. As análises de CCD foram realizadas em sílica gel (Uniplate) como fase 

estacionária e um painel de misturas de solventes como fase móvel. As placas foram a 35 
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princípio reveladas pela luz UV e também pelo calor após aplicação de spray de Godin 

(Godin A, 5% de H2SO4 em etanol mais Godin B, 1 g de vanilina em 100 mL de etanol). A 

cromatografia em coluna dos extratos foi realizada em sistema automatizado de purificação 

utilizando o aparelho Biotage®Isolera™ One (Biotage, Uppsala, Suécia). Foi utilizada a 

coluna Snap 100 g e um fluxo de 40 mL/min. 5 

 

4.10 Elucidação estrutural dos constituintes químicos 

 

A identificação das moléculas presente(s) nas frações ativas foi realizada pelo 

químico Dr. Charles Cantrell (Natural Products Utilization Research). Foram utilizadas as 10 

análises e junção dos dados obtidos a partir dos seguintes experimentos: espectroscopia de 

RMN1H e 13C, cromatografia gasosa e cromatografia líquida acopladas a um espectrômetro 

de massas, somado a pesquisas realizadas em banco de dados comerciais, como 

Dictionary of Natural Products e SciFinder Scholar.  

 15 

4.11 Análise quantitativa e qualitativa de ácidos graxos 

 

Os extratos brutos e frações com presença majoritária de ácidos graxos a partir dos 

espectros de RMN 1H foram submetidos à análise quantitativa e qualitativa destas 

substâncias por Cromatografia Gasosa em Análise com Detector por Ionização de Chama 20 

(GC-FID). 

 

4.11.1 Análise cromatográfica dos ésteres metílicos de ácidos graxos 

 

As análises cromatográficas foram conduzidas em um cromatógrafo a gás Varian 25 

(modelo CP-3800), o qual foi equipado com detector de ionização de chama, uma coluna 

capilar DB-23 Agilent Technologies (comprimento: 60 m; diâmetro interno: 0,25 mm; 

espessura do filme: 0,25 µm). Durante a operação utilizou-se a seguinte condição: 

temperatura de injeção, 270 °C; temperatura da coluna, 130 °C mantido por 1 minuto 

seguido de um gradiente de 130° a 170 °C a 6,5 °C/min, seguido de gradiente de 170° a 215 30 

°C a 2,8 °C/min e mantido por 12 min seguido por 215° a 230 °C por 40 °C/min e mantido 

por 3 minutos; volume de injeção de 1µL (split 20:1); 3,0 mL/min de He a um fluxo constante; 

temperatura FID de 300 °C. 

Os ácidos graxos das amostras em estudo foram quantificados pelo cálculo da 

porcentagem da área baseado na combinação da área total: a área de cada pico obtido foi 35 
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dividida pela área total de todos os picos do cromatograma e multiplicado por 100, a fim de 

obter a porcentagem. 

 

4.11.2 Identificação dos Ésteres Metílicos de Ácidos Graxos  

 5 

A identificação dos ésteres metílicos de ácidos graxos foi realizada por comparação 

do tempo de retenção dos constituintes da amostra em questão (extratos brutos e frações 

ativas), com uma mistura constituída de 40 padrões de ésteres metílicos de ácidos graxos, 

os quais foram comprados da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) ou Nu-ChekPrep, Inc. (Elysian, 

MN). Ésteres metílicos de ácidos graxos (do inglês FAME) utilizados na análise das 10 

amostras foram sintetizados a partir de um ácido graxo livre correspondente (reação com 

diazometano) ou analisados com uma mistura de padrões de referência da Supelco 18919 

(St. Louis, MO). 

Os tempos de retenção dos “FAME” utilizados neste trabalho estão identificados em 

parêntese: ácido capróico (6:0), ácidocaprílico (8:0), ácido cáprico (10:0), ácido undecanóico 15 

(11:0), ácido láurico (12:0), ácido tridecanóico (13:0), ácido mirístico (14:0), ácido 

miristoléico (14:1), ácido pentadecanóico (15:0), ácido cis-10-pentadecenóico (15:1), ácido 

palmítico (16:0), ácido palmitoléico (16:1), ácido heptadecanóico (17:0), ácido cis-10 

heptadecenóico (17:1), ácido esteárico (18:0), ácido oléico (18:1n9c), ácido elaídico 

(18:1n9t), (LA) ácido linoléico (18:2n6c), ácido linolelaídico (18:2n6t), ácido gamma-20 

linolênico (18:3n6), ácido pinolênico (18:3n6), ácido estearidônico (18:4n3), (ALA) ácido 

alpha-Linolênico (18:3n3), ácido nonadecanóico (19:0), ácido araquídico (20:0), ácido cis-11-

eicosenóico (20:1), ácido cis-11-14-eicosadienóico (20:2), ácido heneicosanóico (21:0), 

ácido siadônico (20:3n6), ácido cis-8-11-14-eicosatrienóico (20:3n6), ácidoarachidônico 

(20:4n6), (ETE) cis-11,14,17-ácido eicosatrienóico (20:3n3), (EPA) ácido eicosapentaenóico 25 

(20:5n3), ácido beénico (22:0), ácido erúcico (22:1n9), ácido cis-13,16-Docosadienóico 

(22:2), (DPA) ácido docosapentaenóico (22:5n3), (DHA) ácido docosahexaenóico (22:6n3), 

ácido tricosanóico (23:0) e ácido lignocérico (24:0).  

 

4.11.3 Reação de diazotação – produção de ésteres metílicos dos ácidos graxos 30 

 

Os ácidos graxos livres foram convertidos ao seu éster metílico correspondente pela 

reação com diazometano em éter, sendo utilizado um Mini Diazald®, aparato da Sigma 

Aldrich (St. Louis, MO). A reação foi realizada por um técnico especializado, resumidamente 

2,5 g de KOH foram dissolvidos em 4 mL de água deionizada e a mistura mantida em um 35 

recipiente, sendo posteriormente adicionados 5 mL de etanol a mistura. Um funil de adição 
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contendo 2,5 g de diazald dissolvido em 22,5 mL de éter foi acoplado ao recipiente, o qual 

foi aquecido a 65 ºC em banho maria. Durante o aquecimento, por um período de 50 

minutos, a solução de diazald foi gotejada na mistura em aquecimento. Após este período, o 

frasco foi resfriado utilizando um banho de acetona e gelo seco. O diazometano co-destilado 

(CH2N2) em solução de éter foi armazenado em frasco de vidro e mantido a -20 ºC para 5 

posterior uso. 

Para a análise, a cada amostra de extrato ou fração ativa foram adicionados 500 µL 

de éter dietil e 500 µL da solução de CH2N2. O frasco com a solução foi mantido aberto, a 

temperatura ambiente e overnight em uma capela de exaustão, a fim de completar a reação 

e permitir a evaporação do solvente e CH2N2. Após a reação o produto éster metílico foi 10 

dissolvido em 500 µL de éter dietil e analisado em CG-EM. 

 

4.12 Avaliação da resistência a UV-C 

 

Os experimentos de astrobiologia foram realizados no Laboratório de Astrobiologia 15 

IAG – NAP Astrobio, USP, Brasil, sob orientação do Dr. Douglas Galante e Dr. Fabio 

Rodrigues. O experimento de resistência a UV-C das leveduras teve como controle negativo 

a levedura Saccharomyces cerevisiae BY4742, utilizada como um modelo de baixa 

resistência e, como controle positivo, a levedura Exophiala sp. 15LV1 (PULSCHEN et al., 

2015), usada como um modelo de alta resistência.  20 

As leveduras foram crescidas em caldo GYMP (glicose 2%, extrato de levedura 0,5% 

e extrato de malte 1% Na2PO4 0,2%), sob agitação de 150 rpm, a 15 °C, até uma densidade 

óptica de DO595 nm= 0,6 a 0,8, para preparação do inóculo. Então, o pellet foi lavado duas 

vezes com solução 0,9% de NaCl. Ao final, o pellet foi solubilizado em solução salina e a 

suspensão resultante ajustada para a concentração final de 106 a 107 células/mL. Dez mL da 25 

suspensão de células foram transferidos para placas de Petri (70 mm de diâmetro) e 

irradiados utilizando lâmpadas de mercúrio Philips TUV-20W de baixa pressão (com pico de 

emissão em 253,7 nm), sob agitação. A radiação foi monitorada durante todo o experimento 

por meio de um dosímetro calibrado RMX-3W (Vilber Lourmat, França) e fotocélulas de UV-

C CX-254 (Vilber Lourmat, França). O fluxo de UV-C medido durante o experimento foi de 30 

6,0 W/m2 e as amostras foram colocadas a uma distância de 25 cm da lâmpada. Nenhuma 

variação significativa de temperatura que poderia afetar a sobrevivência das células foi 

detectada na solução, durante o experimento. Após as diferentes doses de exposição (300, 

600 e 900 J/m2), 10 µL da suspensão de células foram diluídos até 10.000 vezes, inoculados 

em meio YM e as placas foram incubadas a 15 °C no escuro. As contagens foram realizadas 35 

até a menor diluição onde foi possível visualizar as UFC separadamente. Os experimentos 



 58

foram realizados em duplicata. Os resultados foram expressos pela média da razão entre a 

contagem de UFC/mL após a irradiação e a contagem de UFC/mL no tempo de exposição 

igual a 0 (N/N0), o controle não-irradiado. Foram consideradas resistentes as leveduras 

capazes de crescer após uma dose de radiação maior do que 600 J/m2.  As leveduras 

consideradas capazes de resistir à radiação UV-C foram avaliadas em relação à exposição 5 

à radiação ambiental, a capacidade de foto reparo, resistência a dessecação, salinidade e 

caracterização de pigmentos por meio de espectroscopia Raman. 

 

4.13 Avaliação da resistência a UV ambiental 

 10 

Com o objetivo de simular as condições de radiação ultravioleta encontradas no 

ambiente natural, as leveduras mais resistentes ao UV-C foram expostas à radiação 

ambiental em suspensões de células preparadas como descrito abaixo. Para isso foi 

utilizado o simulador solar SOL UV-2 (Oriel Newport, EUA), com emissão a partir de 280 nm, 

sendo que 85,7% da emissão são de radiação UV-A, 11% de UV-B e 3,3% de luz visível. O 15 

fluxo durante o experimento foi de 100,6 Wm-2 de UV-A (365 nm) e 61,9 Wm-2 de UV-B (312 

nm), medido pelo dosímetro (Vilber Lourmat, França) com fotocélulas de UV-A CX-365 e 

UV-B CX-312 nm (Vilber Lourmat, França). Ao contrário da lâmpada de UV-C, que possui 

emissão em linha, o simulador solar possui um espectro contínuo, simulando a irradiação 

solar que chega à superfície da Terra. Como os dosímetros são calibrados para medir em 20 

uma faixa ao redor de 312 e 365 nm, os valores medidos correspondem apenas a essas 

regiões, e não ao fluxo total de UV-A e B. 

Os controles negativos e positivos utilizados também foram os mesmos utilizados no 

ensaio de resistência a radiação UV-C. O inóculo foi preparado a partir do crescimento em 

caldo GYMP conforme descrito acima, de forma que a solução resultante foi ajustada para 25 

106 a 107 células/mL. Dez mL da suspensão de células foram transferidos para placas de 

Petri de vidro (30 mm de diâmetro) e foram então expostas por 15, 30, 45, 60, 75 e 90 

minutos, em temperatura de aproximadamente 20 °C. Após a exposição, 10 µL da 

suspensão de células foram diluídos até a diluição 10-4 e inoculados em meio YM. As placas 

foram incubadas a 15 °C e os experimentos foram feitos em duplicata. A sobrevivência foi 30 

calculada pela contagem de UFC, e os resultados expressos conforme já descrito acima. 

 

4.14 Espectroscopia de Raman e avaliação de pigmentos 
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 Para investigar a presença de pigmentos fotoprotetores, principalmente melanina e 

carotenóides, as leveduras foram submetidas à análise por meio da espectroscopia Raman. 

Esta técnica tem sido bastante utilizada para estudos em astrobiologia e exploração espacial 

(EDWARDS et al., 2012), sobretudo por sua portabilidade e por ser uma técnica não 

destrutiva e que não necessita de preparo prévio da amostra. Foi utilizado um espectrômetro 5 

micro-Raman Renishaw modelo InVia com lasers para excitação em 633 e 785 nm, objetiva 

de 20X e detector CCD, e um equipamento Bruker RFS 100/S FT-Raman, com laser de 

excitação em 1064 nm e detector de Ge resfriado por N2 líquido. As amostras foram 

analisadas por meio de esfregaço da colônia das leveduras selecionadas em lâminas de 

vidro. Para evitar danos térmicos e fotodegradação das amostras, utilizou-se baixa potência 10 

no laser incidente. 

 

4.15 Avaliação da resistência à salinidade 

 

A resistência à salinidade foi avaliada pelo crescimento celular em meio de cultura 15 

acrescido de NaCl medido por meio da densidade óptica (DO595 nm) em um 

espectrofotômetro (Eppendorf BioPhotometer plus, EUA). Para tal, as leveduras foram 

inoculadas em tubos contendo caldo GYMP, em concentrações de NaCl variando entre 0,5; 

1,0; 1,5; 1,75 e 2,0 M, sob agitação de 150 rpm, a 15 °C. Após 24, 48, 72 e 96 horas, 

alíquotas da suspensão celular foram retiradas e tiveram sua absorbância medida. Os 20 

experimentos foram realizados em duplicata. A curva de crescimento foi realizada a partir da 

medida do inóculo no tempo zero. 

 

5. Resultados 

 25 

Para facilitar as análises dos dados obtidos, os resultados deste trabalho seguem 

apresentados em forma de capítulos, os quais serão publicados em revistas indexadas de 

circulação internacional. A redação e estruturação dos artigos, bem como a submissão 

estão em andamento. Os trabalhos estão divididos por áreas de estudo como apresentado 

abaixo: 30 

(1) Fungos habitantes de rochas de Campo de Altitude da RPPN Santuário do 

Caraça, Minas Gerais, Brasil, 

(2) Fungos habitantes de rochas do Deserto do Atacama, Chile, 

(3) Fungos habitantes de rochas da Antártica continental. 

 35 
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5.1 Fungos habitantes de rochas de Campo de Altitude da RPPN do Caraça, Minas 

Gerais, Brasil 

5.1.1 Amostragem e Isolamento dos fungos 

 

Após a expedição de campo na RPPN Santuário do Caraça, em Junho de 5 

2011, foram obtidos 15 fragmentos de rochas amostrados no Pico do Sol a 2.085 

m de altitude. Dos 15 fragmentos de rochas foram obtidos 292 isolados fúngicos, 

dos quais 255 caracterizados como fungos filamentosos e 37 como leveduras, 

com contagens entre 100 a >300 UFC/g (Tabela 1). Houve crescimento de fungos 

em todos os meios de cultura utilizados (Figura 2). No meio YM apresentou 10 

densidade de 37%, seguido do MYEA (34%) e DG-18 (26%); por outro lado, no 

meio DRBC foi obtido a menor densidade (3%). 

 

 

Figura 2: Proporção (%) de isolados fúngicos obtidos nos diferentes meios de cultura 

utilizados no processamento das amostras de rochas coletadas no Campo de Altitude na 

região da serra do Caraça. 

 

5.1.2 Identificação e análise da diversidade dos fungos 

 15 

Os 292 isolados fúngicos obtidos foram agrupados em 150 morfotipos distintos, os 

quais foram então submetidos à amplificação das regiões pre-determinadas do rRNA para 

posterior sequenciamento e identificação das espécies. Após o sequenciamento de regiões 

do rRNA foram caracterizados 69 táxons, distribuídos em 46 gêneros (Tabela 1, Figuras 4, 5 

e 6) e sete classes (Figura 3), pertencentes aos filos Ascomycota e Basidiomycota. A classe 20 

com o maior número de isolados foi Dothideomycetes (44%), representada pelos gêneros 

Acrocalyma, Alternaria, Arthrocatena, Biatrispora, Bipolaris, Camarosporium, Cladosporium, 

Curvularia, Devriesia, Diplodia, Flavomyces, Letendraea, Lophiostoma, Montagnula, 
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Neophaeothecoidea, Paraconiothyrium, Paraphaeosphaeria, Phaeosphaeria, Prosthemium, 

Pseudotaeniolina, Roussoella e Toxicocladosporium. Alguns isolados desta classe foram 

identificados em nível de família (Didymosphaeriaceae sp., Massarinaceae sp. e 

Teratosphaeriaceae sp.) e classe (Dothideomycetes sp.). A classe Sordaryomycetes, com 

27% dos isolados, abrigou os gêneros Acremonium, Anthostomella, Arthrinium, 5 

Coniochaeta, Hypoxylon, Lecythophora, Microcera, Neopestalotiopsis, Pestalotiopsis, 

Phoma, Pilidiella e Trichoderma. Dentro da classe Eurotiomycetes (16%) foram incluídos os 

gêneros Aspergillus, Cladophialophora, Exophiala, Paecilomyces, Penicillium e um táxon 

identificado como Herpotrichiellaceae sp. As classes Leotiomycetes (8%) e o subfilo 

Pezyzomicotina (3%) foram representadas pelos táxons Catenulifera sp. e Pezyzomicotina 10 

sp., respectivamente. A classe Tremellomycetes (1%) foi representada pelos gêneros 

Bandoniozyma, Bullera e Cryptococcus; já a classe Cystobasidiomycetes (0,5%) pelo 

gênero Cystobasidium, formado por leveduras basidiomicéticas. A classe Saccharomycetes 

incluiu uma levedura pertencente ao gênero Picchia. 

Dentre os táxons encontrados, aqueles que apresentaram o maior número de 15 

isolados foram Catenulifera sp. (7,8%) e Neophaethecoidea sp. (7%) com contagens de 

247,3 e >300 UFC/g, respectivamente. Já os táxons minoritários, aqueles representados por 

apenas um isolado (singletos), totalizaram 28 (11,6%). Cinquenta e um (17,5%) isolados 

obtidos de rochas do Campo de Altitude da Serra do Caraça não puderam ser identificados. 

Para os índices de diversidade (Fisher’s α), riqueza (Margalef’s) e dominância 20 

(Simpson’s) foram encontrados os seguintes valores, 9,17, 6,98 e 0,96, respectivamente, 

sendo que todos eles estão coerentes com os intervalos de confiança de 95% de bootstrap. 

Os valores dos índices de diversidade sugerem a presença de uma rica e diversificada 

comunidade de fungos presentes em rochas no Campo de Altitude da Serra do Caraça. 

Apesar de alguns táxons apresentaram contagens ≥300 UFC/g, o índice de Simpson (1 –D) 25 

apresentou valor próximo de 1, o que indica uma alta diversidade e uma baixa dominância. 

O esforço amostral da comunidade de fungos de rochas do Campo de Altitude da 

região da serra do Caraça foi avaliado por meio de curva de rarefação de táxons, que 

representa o número de táxons em função da densidade de amostras avaliadas (Figura 7). 

A curva aingiu uma assíntota, indicando que a diversidade total (riqueza e composição de 30 

espécies) foi obtida. 
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Figura 3: Distribuição (%) dos isolados obtidos em nível de classe a partir de rochas do 

Campo de Altitude na região da serra do Caraça. 



 

 

Tabela 1: Identificação molecular dos fungos obtidos de rochas do Campo de Altitude na RPPN Santuário do Caraça. 

Código do 

UFMGCBa 

Densidade 

(UFC/g) 

Resultado Top BLAST [n° de acesso do 

GenBank] 

Cobertura 

(%) 

Identidade 

(%) 

N° de bp 

sequenciados e 

analisados 

Espécie ou grupo taxonômico 

propostof 

6979 >300 Arthrocatena tenebrio [KF309948]b 37 93 537 Arthrocatena sp. 

7037 >300 Cladophialophora boppii [EU103997]b 97 89 458 Cladophialophora sp. 

7090 >300 Devriesia tardicrescens [JF499840]b 97 96 387 Devriesia sp. 

6976 >300 Cladophialophora modesta [NR121459]b 99 81 563 Herpotrichiellaceae sp. 

08BDG-2 >300 Neophaeothecoidea proteae [KF937228]e 100 97 509 Neophaeothecoidea sp. 

7073 >300 Paraconiothyrium archidendri [JX496049]b 83 92 506 Paraconiothyrium sp. 1 

6982 >300 
Cladosporium varians [NR119856]b 

Aspergillus marvanovae [HE974387]c 

100 

100 

99 

92 

470 

528 
Pezizomycotina sp. 1 

6986 >300 Pseudotaeniolina globosa [AY12870]b 86 93 443 Pseudotaeniolina sp. 

6988 >300 Teratosphaeria encephalarti [FJ372395]b 100 89 496 Teratosphaeriaceae sp. 

13BYM-2 250 Lecythophora fasciculata [AF353598]e 

 

100 99 506 Lecythophora fasciculata 

7079 247,3 Catenulifera brachyconia [GU727557]b 100 94 503 Catenulifera sp. 

7026 220 Arthrinium kogelbergense [NR120272]b 75 92 484 Arthrinium sp. 

7162 220 Coniochaeta africana [GQ154539]b 99 96 538 Coniochaeta sp. 

7138 200 Acremonium exuviarum [UAMH 9995]c 97 88 343 Acremonium sp. 

7158 200 Curvularia affinis [KJ909780]b 99 99 405 Curvularia sp. 
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6978 200 Microdiplodia hawaiiensis [DQ885897]b 83 91 524 Didymosphaeriaceae sp. 1 

7173 200 Paraphaeosphaeria sardoa [JX496094]b 73 92 545 Didymosphaeriaceae sp. 2 

11BYM-4 200 Exophiala oligosperma [FJ358245]e 

 

100 98 560 Exophiala oligosperma 

7191 200 Paraconiothyrium estuarinum [AY642530]b 96 98 516 Paraconiothyrium sp. 2 

7182 200 Hypocrea hispanica [JN715595]b 100 99 538 Trichoderma cf. strigosum 

6970 180 Pestalotiopsis kenyana [KM199302]b 100 100 548 Pestalotiopsis telopeae 

7035 175 Toxicocladosporium strelitziae [NR111765]b 99 94 476 Toxicocladosporium sp. 

7188 162,5 Pestalotiopsis biciliata [KM199308]b 100 99 537 Pestalotiopsis australasiae 

7033 160 Pestalotiopsis kenyana [KM199302]b 99 100 484 Pestalotiopsis kenyana 

7087 150 Exosporium stylobatum [JQ044428]b 75 86 531 Dothideomycetes sp. 

7146 150 Cosmospora cymosa [NR111605]b 100 88 537 Paecilomyces sp. 

7170 150 Paraphaeosphaeria michotii [KJ939279]b 100 97 512 
Paraphaeosphaeria cf. 

parmeliae 

7030 150 
Cladosporium phaenocomae [NR119950]b 

Penicillium hetheringtonii [GU944538]c 

100 

72 

99 

91 

482 

607 
Pezizomycotina sp. 2 

7031 133,3 Biatriospora mackinnonii [KF015654]b 97 92 473 Biatriospora sp. 

6956 133,3 Montagnula aloes [NR111757]b 100 90 498 Montagnula sp. 

7145 133,3 Pestalotiopsis colombiensis [KM199421]c 98 99 437 Pestalotiopsis colombiensis 

7063 125 
Aspergillus glaucus [AY373887]b 

Aspergillus cibarius [JQ918180]c 

100 

97 

99 

100 

509 

398 

Aspergillus sp. 1 
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10BYM-3   

 

120 Exophiala bergeri [FJ358240]e 

 

100 98 525 Exophiala bergeri 

7017 120 

Penicillium rubens [NR111815]b 

Penicillium tardochrysogenum [JX996898]c 

Penicillium chrysogenum [JX99666]d 

100 

100 

100 

100 

99 

99 

380 

345 

813 

Penicillium sp. 1 

6991 100 
Acrocalymma ficus [KP170619]b 

Acrocalymma ficus [KP170687]c 

99 

77 

94 

100 

507 

413 
Acrocalymma sp. 

7157 100 Alternaria daucifolii [KC584193]b 100 100 394 Alternaria daucifolii 

7186 100 Anthostomella leucospermi [EU552100]b 100 87 522 Anthostomella sp. 

7098 100 
Aspergillus jensenii [JQ301892]b 

Aspergillus griseoaurantiacus [KJ775086]c 

99 

100 

99 

96 

507 

363 
Aspergillus sp. 2 

10AMY-5 100 Bandoniozyma aquatica [KC171328]e 

 

100 92 449 Bandoniozyma sp. 

7121 100 Bipolaris drechsleri [KF50053]b 100 97 511 Bipolaris cf. drechsleri 

08CYM-5 100 Bullera pseudoalba [AF075504]e 

 

100 95 528 Bullera sp. 

7016 100 Camarosporium psoraleae [KF777143]b 64 88 517 Camarosporium sp. 

7093 100 Cladosporium flabelliforme [NR119844]b 100 100 460 Cladosporium asperulatum 

7189 100 
Cladosporium pini-ponderosae [NR119730]b 

Cladosporium halotolerans [EF101424]c 

100 

100 

99 

85 

498 

346 

Cladosporium cf. pini-

ponderosae 

15AYM-9 100 Coniochaeta africana [GQ154601]e 100 99 496 Coniochaeta africana 

08CMY-6 100 Cryptococcus podzolicus [AF07548]e 

 

100 99 508 Cryptococcus podzolicus 

10AMY-4 100 Cystobasidium slooffiae [AF189965]e 

 

100 99 491 Cystobasidium slooffiae 
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7054 100 
Pseudocamarosporium lonicerae 

[KJ747047]b 
80 92 544 Didymosphaeriaceae sp. 3 

6984 100 Diplodia pseudoseriata [NR121336]b 100 100 449 Diplodia pseudoseriata 

6962 100 Flavomyces fulophazii [KP184001]b 84 90 534 Flavomyces sp. 

6948 100 Hypoxylon griseobrunneum [KC968918]b 82 99 509 Hypoxylon sp. 

6955 100 Letendraea cordylinicola [KM213995]b 100 98 559 Letendraea cordylinicola 

7153 100 Paraphaeosphaeria michotii [KJ939279]b 46 94 508 Lophiostoma sp. 

7096 100 Stagonospora pseudopaludosa [KF777188]b 86 89 550 Massarinaceae sp. 

7021 100 Microcera rubra [NR111604]b 100 98 535 Microcera sp. 

7050 100 Neopestalotiopsis eucalypticola [KM199376]b 100 99 515 Neopestalotiopsis sp. 

6972 100 Paraconiothyrium variabile [EU295639]b 98 95 462 Paraconiothyrium sp. 3 

7115 100 Paraphaeosphaeria viridescens [JX496085]b 86 89 496 Paraphaeosphaeria sp. 

7185 100 

Penicillium nothofagi [NR121518]b 

Penicillium kapuscinskii [JX140955]c 

Penicillium westlingii [JN606625]d 

100 

100 

99 

100 

98 

99 

503 

451 

907 

Penicillium sp. 2 

7018 100 
Penicillium sp. [KC427191]b 

Penicillium brevicompactum [DQ645784]c 

100 

97 

100 

98 

551 

424 
Penicillium sp. 3 

6985 100 Pestalotiopsis hollandica [KM199388]c 100 96 391 Pestalotiopsis sp. 1 

7120 100 Pestalotiopsis sp. [JQ845945]c 97 100 425 Pestalotiopsis sp. 2 

7061 100 Phaeosphaeria podocarpi [KP004452]b 100 95 496 Phaeosphaeria sp. 
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7128 100 Peyronellaea prosopidis [KF777180]b 100 97 507 Phoma sp. 

05CDG-2 100 Pichia caribbica [EU348786]e 

 

100 100 498 Pichia caribbica 

7139 100 Pilidiella tibouchinae [NR111706]b 100 97 550 Pilidiella tibouchinae 

7124 100 Quadricrura bicornis [NR119400]b 90 84 504 Prosthemium sp. 

7047 100 Roussoella chiangraina [KJ474828]b 97 93 383 Roussoella sp. 1 

7045 100 Roussoella japanensis [KJ474829]b 84 90 568 Roussoella sp. 2 

aUFMGCB= Código da Coleção de Cultura de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. Táxon sujeito a análise 

filogenética baseada no sequenciamento da região bITS, cβ-tubulina, dPolimerase II e eD1/D2do RNA ribossomal. fPosição taxonômica 

sugerida.
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Figura 4: Análises filogenéticas das sequencias de fungos (em negrito) obtidos de rochas de Campo de Altitude da região da Serra do Caraça, 

Minas Gerais, Brasil em comparação com sequencias tipo (T) e referências (R) depositadas no banco de dados GenBank. OG = grupo externo 

utilizado. As árvores foram construídas baseadas na região transcrita interna ITS da região gênica do rRNA, por meio do parâmetro Composto 

Máximo de Likelihood.  
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Figura 5: Análises filogenéticas das sequencias de fungos (em negrito) obtidos de rochas de Campo de Altitude da região da Serra do Caraça, 

Minas Gerais, Brasil em comparação com sequencias tipo (T) e referências (R) depositadas no banco de dados GenBank. OG = grupo externo 

utilizado. As árvores foram construídas baseadas nos fragmentos gênicos da β-tubulina, por meio do parâmetro Composto Máximo de 

Likelihood 
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. 

Figura 6: Análises filogenéticas das sequencias de fungos (em negrito) obtidos de rochas de Campo de Altitude da região da Serra do Caraça, 

Minas Gerais, Brasil em comparação com sequencias tipo (T) e referências (R) depositadas no banco de dados GenBank. OG = grupo externo 

utilizado. As árvores foram construídas baseadas nos fragmentos gênicos da RPB II, por meio do parâmetro Composto Máximo de Likelihood. 
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Figura 7: Curva de rarefação de táxons (Índice de Mao-Tou) dos fungos obtidos de rochas 

do Campo de Altitude da RPPN Santuário do Caraça, construída com intervalo de 95% de 

confiança. 

 

5.1.3 Atividade biológica e identificação de metabólitos bioativos 

 

Foram produzidos 255 extratos a partir dos fungos filamentosos e das 37 leveduras. 

Todos os extratos etanólicos produzidos foram armazenados a 100 mg/mL. Soluções de 250 

µg/mL foram preparadas e testadas contra os micro-organismos alvos. Ao final da triagem, 

nove extratos (3%) apresentaram inibição ≥70% contra pelo menos um dos micro-

organismos alvos e foram considerados ativos. Destes, sete apresentaram atividade contra 

E. coli com inibição entre 84 e 100%. Dois extratos mostraram inibição de 98% contra S. 

aureus, um extrato inibiu 71% a levedura C. krusei e outro 94% o fungo C. 

sphaerospermum. 

Todos os extratos ativos foram submetidos à determinação da concentração inibitória 

mínima (CIM) a partir de concentrações que variaram de 250 a 0,488 µg/mL (Tabela 2). 

Após a repetição do ensaio, seis extratos (1,9%) confirmaram atividade contra E. coli e a 

menor CIM encontrada para este alvo foi 125 µg/mL. O extrato do fungo 

Didymosphaeriaceae sp. UFMGCB 7173 também permaneceu ativo contra S. aureus e 

apresentou CIM de 250 µg/mL. O extrato do fungo Acremonium sp. UFMGCB 7138 

apresentou atividade antifúngica seletiva contra C. sphaerospermum com CIM de 62,5 
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µg/mL. Nenhum extrato foi ativo frente às leveduras C. albicans e C. krusei e a bactéria P. 

aeruginosa. 

Os fungos utilizados para obtenção dos extratos etanólicos ativos foram re-cultivados 

para produção de novos extratos utilizando o solvente DCM, os quais foram secos, 

solubilizados e armazenados a 100 mg/mL. Após ser testados novamente, apenas o extrato 

diclorometânico do fungo Acremonium sp. UFMGCB 7138 manteve a atividade contra o 

fungo C. sphaerospermum com CIM de 125 µg/mL. Dessa forma, este extrato foi submetido 

à análise química preliminar por meio da técnica de RMN H1 (Anexo a). Esta análise indicou 

a presença predominante de ácidos graxos no extrato, o qual foi analisado por meio da CG-

FID e os ácidos graxos, linoléico (75,88%), palmítico (12,3%), oléico (5,17%), esteárico 

(3,25%), pentadecanóico (2,0%), heptadecanóico (1,4%) foram identificados e quantificados. 
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Tabela 2: Atividade dos extratos etanólicos (250 µg/mL) obtidos a partir dos fungos isolados de rochas do Campo de Altitude na RPPN 

Santuário do Caraça, sobre inibição do crescimento dos microrganismos. 

Espécie de fungo UFMGCBa 

Inibição do crescimento dos microrganismos (%) 

Fungos Bactérias 

C. 

albicansb 
C. kruseic 

C. 

shaerospermumd 
E. colie S. aureusf 

P. 

aeruginosag 

Cladophialophora sp. 7037 24 ± 0 41 ± 26 0 ± 18 
84 ± 0 
(250) 

26 ± 4 7 ± 17 

Acremonium sp. 7138 38 ± 1 62 ± 2 
94 ± 17 

(62,5/ 125h) 
0 ± 6 0 ± 13 0 ± 11 

Didymosphaeriaceae sp. 7173 48 ± 0 4 ± 0 13 ± 11 
100 ± 9 
(250) 

98 ± 2 
(250) 

1 ± 7 

Pestalotiopsis australasiae 7188 44 ± 1 61± 4 0 ± 88 
99 ± 547 

(250) 
85 ± 28 0 ± 13 

Cladosporium cf. pini-ponderosae 7189 32 ± 2 60 ± 3 0 ± 22 
100 ± 15 

(125) 
87 ± 60 8 ± 1 

Pezizomycotina sp. 7190 35 ± 0 52 ± 1 3 ± 42 
100 ± 10 

(250)  
70 ± 0 0 ± 10 

Controles Anfo Bi 100 ± 23 100 ± 13 - - - - 

 Benomil - - 95 ± 10 - - - 

 Cloj - - - 100± 5 98 ± 12 83 ± 6 

aUFMGCB= Código da Coleção de Cultura de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais; bCandida albicans 

ATCC18804; cCandida krusei ATCC6258; dCladosporiumsphaerospermum CCT1740; eEscherichiacoli ATCC11775; fStaphylococcus aureus 



 79

ATCC12600; gPseudomonas aeruginosa ATCC10145; hResultado da concentração inibitório mínima (CIM) após re-cultivo do fungo 

Acremonium sp. UFMGCB 7138 e extração com diclorometano (DCM). iAnfo B = anfotericina; jClo = cloranfenicol. Concentrações: extratos 

fúngicos: 250 µg/mL; anfotericina B testada a 2 µg/mL; cloranfenicol a 32 µg/mL; benomil a 1,16 µg/mL. Em negrito o percentual de inibição 

dos extratos ativos com o coeficiente de variação e valor da CIM mostrado entre parênteses em µg/mL.
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5.2 Fungos habitantes de rochas do Deserto do Atacama, Chile 

5.2.1 Amostragem e Isolamento dos fungos 

 

A partir da coleta (Tabela 3) realizada no Deserto do Atacama no Chile foram obtidos 

81 isolados de fungos filamentosos. Não houve crescimento de leveduras. Houve 

crescimento fúngico em todos os meios de cultura utilizados (Figura 8) e a maior proporção 

obtida foi com o meio DG18 (48%). No meio YM cresceram 23% dos isolados, enquanto 

apenas 10% foram obtidos do meio DRBC. 

Tabela 3: Número de amostras coletadas em cada local estudado do Deserto do Atacama e 

suas respectivas altitudes. 

 

23%

19%

48%

10%

YM-ágar extrato de malte-
extrato de levedura

MYEA-ágar extrato de 
malte (2,0%)-extrato de 
levedura (0,2%)

DG 18-ágar base 
dicloran-glicerol 

DRBC-ágar base dicloran 
com rosa de bengala 

 

Figura 8: Proporção (%) de isolados fúngicos obtidos nos diferentes meios de cultura 

utilizados no processamento das amostras de rochas coletadas no Deserto do Atacama, 

Chile. 

 

5.2.2 Identificação e análise da diversidade dos fungos 

 

Local de coleta Código da amostra de rocha Altitude (m) 
Deserto do Atacama, Chile 7, 8 e 9 5.047 
 4, 5 e 6 4.519 
 16, 17 e 18 4.342 
 10, 11 e 12 3.981 
 1, 2 e 3 3.570 
 13, 14 e 15 3.003 
 19, 20 e 21 2.602 
 22, 23 e 24 746 
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Os 81 isolados fúngicos foram agrupados em 59 morfotipos distintos, os quais foram 

caracterizados como pertencentes a 12 gêneros distribuídos dentro de quatro classes do filo 

Ascomycota (Figura 9). Estes fungos foram identificados em 2 táxons (Tabela 4, Figuras 10, 

11 e 12). A classe com o maior número de isolados foi Eurotiomycetes, representada pelos 

gêneros Aspergillus, Eupenicillium, Neosartorya e Penicillium; seguida por 

Dothiodeomycetes, Sordariomycetes e Leotiomycetes. Para três isolados, UFMGCB 8016, 

8022 e 8088 as técnicas moleculares utilizadas não foram suficientes para identificação. 

 

 
 

Figura 9: Distribuição (%) dos isolados obtidos em nível de classe a partir de rochas do 

Deserto do Atacama. 

 

A maior parte dos isolados identificados são táxons do gênero Penicillium (25%), 

seguido dos gêneros Cladosporium (18,7%), Neosartorya (17,5%) e Aspergillus (16,2%). Os 

táxons minoritários (representados por apenas um isolado) foram identificados como 

Ascomycota sp., Aspergillus persii, Aspergillus sp., A. sydowii, A. westerdijkiae, 

Cladosporium cf. cladosporioides, C. cf. oxyporum, Cochliobolus cf. lunatus, Devriesia sp., 

Didymellaceae sp., Hypoxylon cf. trugodes, Macroventuria cf. anomachaeta, Penicillium cf. 

pulvillorum e Pseudogymnoascus cf. pannorum; os quais representaram 17,7% (14) do total 

de isolados obtidos. A densidade dos táxons variou de 100 a >300 UFC/g. Cladosporium 

halotolerans, Penicillium chrysogenum e Penicillium cf. citrinum foram os táxons mais 

frequentes e abundantes, os quais ocorreram em pelo menos quatro altitudes diferentes e 

apresentaram os maiores valores de UFC/g (Tabela 5). Na altitude de 4.342 m apenas um 

isolado foi obtido, UFMGCB 8082 apresentou contagem de 100 UFC/g e foi identificado 

como Pseudogymnoascus cf. pannorum. 

A diversidade, riqueza e dominância das comunidades fúngicas variou ao longo do 

gradiente de altitude. Os índices de diversidade (Fisher’s α), riqueza (Margalef’s) e 

dominância (Simpson’s) apresentaram valores considerados medianos (Tabela 6) quando 
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comparados com comunidades de fungos de outros ambientes. Os maiores valores de 

diversidade, riqueza e dominância ocorreram entre as altitudes de 3.003 a 3.981 m, com 

valores máximos a 3.570 m, onde foi encontrado o maior número de táxons (15), quando 

comparada com as outras altitudes. Por outro lado, os valores mais baixos foram 

encontrados na altitude de 4.342 m. Ao considerar os valores obtidos para a comunidade de 

fungos isolados de rochas do Deserto do Atacama, sem considerar as diferentes altitudes 

amostradas, os índices de riqueza e diversidade foram mais altos. Da mesma forma, o 

índice de dominância foi próximo de 1, indicando uma alta diversidade e menor dominância. 

Já o esforço amostral da comunidade de fungos de rochas do Deserto do Atacama, 

demonstrado pela curva de rarefação construída (Figura 13), indicou que a diversidade total 

(riqueza e composição de espécies) foi obtida, pois foi possível observar a presença da 

assíntota no gráfico.  
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Tabela 4: Identificação molecular dos fungos obtidos de rochas do Deserto do Atacama. 

Código do 

UFMGCBa 

Resultado Top BLAST [n° de acesso do 

GenBank] 

Cobertura 

(%) 

Identidade 

(%) 

N° de bp 

sequenciados 

e analisados 

Espécie ou grupo taxonômico proposto 
e[n° acesso no Genbank] 

8018b Alternaria alternata [KJ605840] 100 100 462 Alternaria cf. arborescens [KP973595f] 

8012b Alternaria arborescens [KJ609138] 100 100 484 Alternaria sp.1 [KP973594f] 

8013b Alternaria alternata [KF051239] 100 99 488 Alternaria sp.2 [KP973596f] 

8088b Uncultered fungus [GU054203] 100 97 587 Ascomycota sp. [KP973597f] 

8025b,c Aspergillus felis [KF558318] 100 99 546 Aspergillus felis [KP973603f] 

8035b,c Aspergillus aff. fumigates [JN246062] 99 100 594 Aspergillus lentulus [KP973598f] 

8046b,c Aspergillus sclerotiorum [AY373866] 100 99 498 Aspergillus persii [KP973599f] 

8029b Aspergillus cristatus [KF923732] 99 98 505 Aspergillus sp. [KP973602f] 

8058b,c Aspergillussydowii [AY373869] 100 99 516 Aspergillus sydowii [KP973600f] 

8047b,c Aspergillus westerdijkiae [FM986325] 100 98 536 Aspergillus westerdijkiae [KP973601f] 

8017b,c Cladosporium bruhnei [KC461496] 100 99 473 Cladosporium cf. cladosporioides 

[KP973605f] 

8048b,c Cladosporium cladosporioides 

[JN033465] 

99 99 500 Cladosporium cf. gossypiicola 

[KP973607f] 
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8085b Cladosporium flabelliforme [KJ439170] 100 99 483 Cladosporium cf. myrtacearum 

[KP973606f] 

8028b,c Cladosporium cladosporioides 

[KJ598781] 

100 99 493 Cladosporium oxysporum [KP973608f] 

8042b,c Cladosporium cladosporioides 

[KJ658295] 

100 99 443 Cladosporium halotolerans [KP973604f] 

8072 Cochliobolus lunatus [JQ885447] 100 99 522 Cochliobolus lunatus [KP973609f] 

8061b Devriesia xanthorrhoeae [HQ599605] 100 92 570 Devriesia sp. [KP973610f] 

8044b Didymellaceae sp. [KC871035] 100 99 527 Didymellaceae sp.[KP973611f] 

8027b,c Eupenicillium javanicum [KF313084] 100 99 561 Eupenicillium javanicum [KP973612f] 

8023 Fusarium oxysporum [GU205817] 100 100 484 Fusarium oxysporum [KP973613f] 

8020b Hypoxylon sp. [HM752513] 98 97 502 Hypoxylon cf. trugodes [KP973615f] 

8050b Phoma multirostrata [KJ767077] 100 99 424 Macroventuria cf.anomachaeta 

[KP973622f] 

8079b,c Neosartorya udagawae [HQ263363] 100 100 582 Neosartorya cf. udagawae [KP973616f] 

8066b,c Neosartorya glabra [EF669938] 100 99 502 Neosartorya sp. 1 [KP973617f] 

8069b,c Neosartorya hiratsukae [FR837959] 100 99 523 Neosartorya sp. 2 [KP973618f] 

8090b,c,d Penicillium citrinum [KJ606689] 100 100 609 Penicillium cf. citrinum [KP973620f] 
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8036b,c Penicillium ochrochloron [KF358720] 100 99 663 Penicillium cf. pulvillorum [KP973621f] 

8045b,c,d Penicillium chrysogenum [KJ413370] 100 100 627 Penicillium chrysogenum [KP973619f] 

8082b Geomyces pannorum [HQ115661] 100 99 638 Pseudogymnoascus cf. pannorum 

[KP973614f] 
aUFMGCB= Código da Coleção de Cultura de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. Táxon sujeito a análise 

filogenética baseada no sequenciamento da região bITS, cβ-tubulina e dPolimerase II. ePosição taxonômica sugerida. fSequencias de ITS 

depositadas no Genbank. 
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Figura 10: Análises filogenéticas das sequencias de fungos (em negrito) presentes no Deserto do Atacama em comparação com sequencias 

tipo (T) e referências (R) depositadas no banco de dados GenBank. OG = grupo externo. As árvores foram construídas baseadas na região 

transcrita interna ITS da região gênica do rRNA, por meio do parâmetro Composto Máximo de Likelihood. 
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Figura 11: Análises filogenéticas das sequencias de fungos (em negrito) presentes no Deserto do Atacama em comparação com sequencias 

tipo (T) e referências (R) depositadas no banco de dados GenBank. OG = grupo externo. As árvores foram construídas baseadas nos 

fragmentos gênicos da β-tubulina, por meio do parâmetro Composto Máximo de Likelihood. 

 



 90

 

 

Figura 12: Análises filogenéticas das sequencias de fungos (em negrito) presentes no Deserto do Atacama em comparação com sequências 

tipo (T) e referências (R) depositadas no banco de dados GenBank. OG = grupo externo. As árvores foram construídas baseadas 

nosfragmentos gênicos da RPB II, por meio do parâmetro Composto Máximo de Likelihood. 
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Tabela 5: Táxons obtidos de rochas do Deserto do Atacama distribuídos de acordo com a 

altitude dos locais de coleta e suas respectivas densidades (UFC/g). 

Táxons fúngicos Altitude em metros (a.n.m) 

 746 2.602 3.003 3.570 3.981 4.342 4.519 5.047 

Alternaria cf. arborescens - 100a - 200 - - - - 

Alternaria sp. 1 - - - 100 - - - - 

Alternaria sp. 2  - - 100 -  - - 

Ascomycota sp. 100 - - - - - - - 

Aspergillus felis - - - 100 - - - - 

Aspergillus lentulus - - - 100 - - - - 

Aspergillus persii - - - - - - 100 - 

Aspergillus sp.  - - - 200 - - - - 

Aspergillus sydowii - - - - 100 - - - 

Aspergillus westerdijkiae - - - - -  100 - 

Cladosporium cf. cladosporioides - - - 100 - - - - 

Cladosporium cf. gossypiicola - - 100 - - - - 100 

Cladosporium cf. myrtacearum - >300 -  - - - - 

Cladosporium cf. oxysporum - - - 300 - - - - 

Cladosporium halotolerans 100 - 100 100 150 - 100 - 

Cochliobolus lunatus - - 100 - - - - - 

Devriesia sp. - - - - 100 - - - 

Didymellaceae sp. - - - - - - 100 - 

Eupenicillium javanicum. - - - 133.3 - - - - 

Fusarium oxysporum - - - 150 - - - - 

Hypoxylon cf. trugodes - - - 100 - - - - 

Macroventuria cf. anomachaeta - - - - - - - 100 

Neosartorya cf. udagawae - - 100 100 - - - - 
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Neosartorya sp. 1 - - - - 300 - - - 

Neosartorya sp. 2 - - - 200 283 - - - 

Penicillium cf. citrinum 100 - 100 - >300 - - 300 

Penicillium cf. pulvillorum - - - 100 - - - - 

Penicillium chrysogenum - - 100 - 100 - >300 300 

Pseudogymnoascus cf. pannorum - - - - - 100 - - 

aDensidade em unidades formadoras de colônias (UFC). - = ausência. a.n.m. = acima do 

nível do mar. 

 

 

Figura 13: Curva de rarefação de táxons (Índice de Mao-Tou) dos fungos obtidos de rochas 5 

do Deserto do Atacama, construída com intervalo de 95% de confiança.
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Tabela 6: Índices de diversidade das comunidades de fungos presentes nas rochas do Deserto do Atacama em diferentes altitudes. 

 Altitude em metros (a.n.m.)  

Índices de diversidade 746 2.602 3.003 3.570 3.981 4.342 4.519 5.047 Geral 

Simpson’s 0,67 0,44 0,83 0,92 0,83 0 0,73 0,69 0,96 

Margalef’s 0,35 0,18 0,78 1,81 0,84 0 0,61 0,45 3,34 

Fisher’s α 0,46 0,29 0,93 2,15 0,98 0,15 0,73 0,55 4,17 

a.n.m. = acima do nível do mar. 
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5.2.3 Atividade biológica, purificação e identificação de metabólitos bioativos 

 

Oitenta e um extratos foram preparados e testados contra os micro-organismos 

alvos. Ao final da triagem, 28,3% (23) dos extratos apresentaram inibição ≥70% e foram 

considerados ativos contra pelo menos um dos micro-organismos alvos avaliados (Tabela 

7). Dentre os gêneros que apresentaram extratos bioativos estão espécies de Alternaria, 

Aspergillus, Fusarium, Hypoxylon, Neosartorya e Penicillium. Os extratos de Alternaria cf. 

arborescens UFMGCB 8018 e P. chrysogenum UFMGCB 8074 apresentaram atividade 

frente a S. aureus e C. albicans. Vinte extratos apresentaram atividade citotóxica contra a 

linhagem de célula tumoral humana MCF-7, incluindo o extrato de P. chrysogenum 

UFMGCB 8074 (com 80% de inibição). Os extratos de Aspergillus felis UFMGCB 8011, 8019 

e 8025 apresentaram atividade acima de 90% contra MCF-7. Cinco extratos de F. 

oxysporum, um Hypoxylon cf. trugodes e um P. chrysogenum foram capazes de inibir 

formas amastigotas de T. cruzi, com valores iguais ou próximos ao da droga controle 

(benzonidazol). Já o extrato Hypoxylon cf. trugodes UFMGCB 8020 obtido de rochas 

coletadas a 3.570 m.a.m mostrou uma forte e seletiva inibição antiviral contra o vírus 

Dengue, com uma concentração efetiva a 50 (CE50) de 1,18 µg/mL. 

Os extratos com atividade antimicrobiana foram submetidos à caracterização química 

preliminar pela RMN 1H (Anexo b) para investigação da presença de metabólitos 

secundários com interesse químico. A análise do extrato de P. chrysogenum UFMGCB 8074 

mostrou a presença de ácidos graxos, mas também substâncias aromáticas. Além disso, 

este extrato foi o único que manteve atividade após re-cultivo para cálculo do CIM (62,5 

µg/mL). Dessa forma, foi selecionado para o fracionamento biomonitorado. O isolado P. 

chrysogenum UFMGCB 8074 foi re-cultivado em larga escala em aproximadamente 500 

placas de Petri contendo o meio de cultura YM. 

Inicialmente, 1,312 g de extrato de P. chrysogenum UFMGCB 8074, após o re-

cultivo, foram utilizados para o fracionamento biomonitorado (Figura 14). O extrato foi 

adsorvido em sílica gel para cromatografia (40-63 µm, 40 x 150 mm, 60 Å). Para eluição foi 

utilizado um mistura de solventes com gradiente crescente de polaridade de hexano/acetato 

de etila de acordo com os seguintes passos: 1) 100:0 até 396 mL, 2) 100:0 a 40:60 usando 

2100 mL, e 3) 40:60 a 0:100 usando 600 mL. O eluente da coluna foi coletado em tubos de 

vidro de 27 mL e, baseado na similaridade dos perfis de CCD, agrupados em 12 frações 

[(1), 1-17, 37,7 mg; (2), 18-20, 169,6 mg; (3), 21-25, 21,3 mg; (4), 26-31, 27,2 mg; (5), 32-35, 

20,0 mg; (6), 36-38, 49,3 mg; (7), 39-53, 183,4 mg; (8), 54-56, 15,1 mg; (9), 57-61, 30,3 mg; 

(10), 62-67, 49,4 mg; (11), 68-104, 25,6 mg; e (12) 105-117, 1.124,6 mg]. As frações 8 e 9 

foram selecionadas para dar continuidade ao fracionamento já que apresentaram atividade 
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antibacteriana e antifúngica contra os micro-organismos C. glabrata, C. krusei, C. 

neoformans, S. aureus, MRS, E. coli e P. aeruginosa. Posteriormente, análises dos perfis de 

CCD e resultados de RMN 1H, revelaram o mesmo perfil químico para ambas as frações. 

Dessa forma, as frações 8 e 9 foram combinadas e 39,6 mg da fração resultante foi 

adsorvida em coluna de sílica gel para cromatografia. A eluição foi realizada com um 

gradiente crescente de polaridade de hexano/acetato de etila em quatro passos: 1) 100:0 

até 396 mL, 2) 100:0 a 70:30 usando 2200 mL, 3) 70:30 a 50:50 usando 600 mL e 4) 50:50 a 

0:100 até 400 mL. O volume eluído também foi coletado em tubos de vidro de 27 mL, que de 

acordo com a similaridade dos perfis de CCD, resultaram em 6 frações [(A), 1-84, 6,1 mg; 

(B), 85-91, 2,4 mg; (C), 92-95, 4,0 mg; (D), 96-99, 14,7 mg; (E), 100-103, 7,3 mg; (F), 104-

132, 7,4 mg]. A fração E apresentou atividade antibacteriana e antifúngica contra S. aureus 

MRS, E.coli, P. aeruginosa, C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. neoformans. Os dados 

dos perfis de RMN 1H e 13C da fração E (Anexos c, d, e, f) se assemelham com os dados 

apresentados por Cantrell et al. (1999) e permitiram elucidar a estrutura da substância como 

ergosterol 5,8-endoperóxido. Além disso, também foi detectada a presença de dois ácidos 

graxos. Para identificação destes ácidos graxos foi acrescentada à fração a solução de 

CH2N2 para a produção de ésteres metílicos que posteriormente foram analisados em CG-

FID e identificados como linoléico e α-linolínico. Dentre as substâncias identificadas o 

ergosterol-5,8-endoperóxido apresentou atividade (CI50 =13,74 µg/mL) contra S. aureus 

MRS, semelhante à fração E (CI50 =10,23 µg/mL) (Tabela 8). Da mesma forma, o ácido 

graxo α-linolínico foi ativo contra C. neoformans com valores de CI50, CIM e CFM de 4,47, 10 

e 20 µg/mL, respectivamente (Tabela 9). 
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Tabela 7: Atividade dos extratos diclorometânicos obtidos a partir dos fungos isolados de rochas do Deserto do Atacama, sobre inibição dos 
alvos. 

 Inibição dos alvos biológicos (%) 
 

 Protozoários 
Célula 
tumoral Fungos Bactérias Vírus 

Espécies de fungos UFMGCBa 
L. 

amazonensis 
T. 

cruzi MCF-7 
C. 

albicans C. krusei 
C. 

sphaerospermum E. coli 
S. 

aureus 
P. 

aeruginosa 

gDENV-
2 

Alternaria cf. arborescens 8018 0 ± 1 3± 0 54 ± 8 17 ± 0 53 ± 1 0 ± 0 17 ± 34 99 ± 19 0 ± 2 na 

Aspergillus felis 8024 0 ± 1 13± 0 80 ± 15 12 ± 0 52 ± 3 0 ± 23 0 ± 5 0 ± 13 0 ± 0 na 

A.felis 8030 12 ± 0 0 ± 1 81 ± 18 0 ± 0 48 ± 1 11 ± 4 0 ± 1 0 ± 6 12 ± 0 - 

A. felis 8040 8 ± 4 8± 0 89 ± 5 0 ± 1 39 ± 1 1 ± 18 0 ± 11 0 ± 4 22 ± 0 - 

A. felis 8025 0 ± 4 12± 0 92 ± 1 17 ± 0 55 ± 2 0 ± 35 0 ± 5 0 ± 3 16 ± 0 na 

A.felis 8011 0 ± 0 1± 0 92 ± 19 9 ± 0 52 ± 4 0 ± 1 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 5 na 

A. felis 8019 4 ± 0 1± 0 92 ± 14 16 ± 0 51 ± 1 0 ± 0 0 ± 0 10 ± 0 0 ± 11 na 

A.felis 8046 0 ± 7 9± 0 82 ± 20 15 ± 0 0 ± 6 0 ± 5 0 ± 5 0 ± 2 2 ± 3 - 

A. persii 8026 13 ± 2 0 ± 0 89 ± 4 0 ± 0 26 ± 3 13 ± 40 0 ± 5 0 ± 6 15 ± 0 na 

Fusarium oxysporum 8023 0 ± 6 18 ± 2 77 ± 4 16 ± 0 37 ± 1 14 ± 18 17 ± 3 0 ± 22 10 ± 2 - 

F.oxysporum 8033 0 ± 1 30 ± 0 23 ± 0 14 ± 0 16 ± 35 0 ± 26 0 ± 15 0 ± 9 0 ± 2 - 

Hypoxylon cf. trugodes 8020 4 ± 1 25 ± 0 77 ± 0 16 ± 1 35 ± 1 0 ± 16 0 ± 0 17 ± 1 17 ± 5 50 ± 0 

Neosartorya cf. udagawae 8015 1 ± 0 0± 0 87 ± 0 0 ± 0 49 ± 1 0 ± 15 0 ± 0 0 ± 1 0 ± 10 na 

N.cf. udagawae 8021 20 ± 1 0± 0 83 ± 12 0 ± 3 50 ± 0 0 ± 5 0 ± 0 17 ± 1 0 ± 1 na 
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aUFMGCB = Coleção de cultura e Células da Universidade Federal de Minas Gerias; bClo = cloranfenicol; cAnf B = anfotericina B; dEto = 

etoposídeo; eBenz = benzonidazol; gDENV-2= Dengue vírus 2. Resultado da concentração efetiva de 50 (EC50) a 1,18 µg/mL do extrato contra 

o Dengue vírus 2; - = não testado. E. coli = Escherichia coli; S. aureus = Staphylococcus aureus; P. aeruginosa = Pseudomonas aeruginosa; C. 

albicans = Candida albicans; C. krusei = Candida krusei; C. sphaerosperum = Cladosporium sphaerosperum; MCF-7 = linhagem celular de 

N.cf. udagawae 8079 0 ± 2 0± 0 81 ± 9 2 ± 0 48 ± 2 0 ± 26 0 ± 5 0 ± 0 7 ± 1 - 

Penicillium chrysogenum 8043 0 ± 2 28 ± 1 77 ± 4 13 ± 30 25 ± 7 0 ± 65 10 ± 20 56 ± 9 17± 4 - 

P. chrysogenum 8049 9 ± 1 8± 0 70 ± 4 0 ± 0 13 ± 2 42 ± 26 40 ± 5 0 ± 1 15 ± 0 na 

P.chrysogenum 8053 0 ± 2 8± 0 79 ± 0 0 ± 0 13 ± 2 42 ± 26 40 ± 5 0 ± 1 15 ± 0 na 

P. chrysogenum 8054 0 ± 2 12± 0 71 ± 9 0 ± 0 52 ± 0 0 ± 44 0 ± 1 0 ± 3 0 ± 23 na 

P.chrysogenum 8055 0 ± 3 3± 0 74 ± 2 10 ± 0 35 ± 1 22 ± 0 0 ± 5 0 ± 2 16 ± 0 na 

P. chrysogenum 8057 0 ± 1 0± 0 83 ± 4 0 ± 0 35 ± 3 26 ± 16 0 ± 5 0 ± 24 9 ± 0 na 

P. chrysogenum 8074 0 ± 3 6± 0 80 ± 1 77 ± 56 
(62,5) 3 ± 2 43 ± 35 0 ± 3 9 ± 11 13 ± 3 na 

P. chrysogenum 8081 0 ± 2 22 ± 0 12 ± 1 29 ± 1 0 ± 2 29 ± 27 0 ± 4 0 ± 2 31 ± 0 na 

Controles bClo - - - - - - 100± 5 98 ± 12 83 ±6  

 cAnf B 82± 3 - 85 ± 3 100 ± 23 100 ± 13 - - - -  

 dEto - - 96 ± 5 - - - - - -  

 eBenz - 30 ± 7 - - - - - - -  

 Benomil - - - - - 95 ± 10 - - -  
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câncer de mama humano; T. cruzi = Trypanosoma cruzi e L. amazonensis = Leishmania amazonensis; na = não ativo. Concentrações: extratos 

fúngicos: 250 µg/mL; anfotericina B testada a 2 µg/mL; cloranfenicol a 32 µg/mL; benomil a 1,16 µg/mL; etoposídeo a 8 µg/mL; benzonidazol a 

1 µg/mL. Em negrito o percentual de inibição dos extratos ativos com o coeficiente de variação e valor da CIM mostrado entre parênteses em 

µg/mL. 
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Figura 14: Fluxograma ilustrando o processo de fracionamento biomonitorado das substâncias ativas produzidas por Penicillium chrysogenum 

UFMGCB 8074. Em negrito, as frações e substâncias ativas. 
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Tabela 8: Atividade antifúngica da fração e substâncias obtidas do fungo Penicillium chrysogenum UFMGCB 8074. 

 Fungos alvos (valores em µg/mL) 

Amostras Candida albicans Candida glabrata Candida krusei 

Aspergillus 

fumigatus 

Cryptococcus 

neoformans 

 aCI50 
bCIM cCFM CI50 CIM CFM CI50 CIM CFM CI50 CIM CFM CI50 CIM CFM 

Fração E 2,95 10 >20 5,65 >20 >20 3,17 >20 >20 >20 >20 >20 10,51 20 20 

Ergosterol 5,8- endoperóxido >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 

Ácido Linoléico >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 

Ácido α-linolínico >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 4,47 10 20 

A fração E e as substâncias foram testados a 0,02 até 20µg/mL. aCI50 = Concentração inibitória de 50%, bCIM = Concentração inibitória 

mínima; cCFM = Concentração fungicida mínima. Em negrito os valores considerados ativos. 
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Tabela 9: Atividade antibacteriana da fração e substâncias obtidas do fungo Penicillium chrysogenum UFMGCB 8074. 

 Bactérias alvos (valores em µg/mL) 

Amostras Staphylococcus aureus S. aureus MRS Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa Mycobacterium intracelullare 

 aCI50 
bCIM cCFM CI50 CIM CFM CI50 CIM CFM CI50 CIM CFM CI50 CIM CFM 

Fração E 8,93 >20 >20 10,23 >20 >20 5,8 20 >20 6,57 20 20 >20 >20 >20 

Ergosterol 5,8- endoperóxido >20 >20 >20 13,74 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 

Ácido Linoléico >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 

Ácido α-linolínico >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 

A fração E e as substâncias foram testados a 0,02 até 20 µg/mL. aCI50 = Concentração inibitória de 50%, bCIM = Concentração inibitória 

mínima; cCBM = Concentração bactericida mínima. Em negrito os valores considerados ativos. 



 

102 

 

5.3 Fungos habitantes de rochas da Antártica continental 

5.3.1 Coleta e Isolamento dos fungos 

 

A coleta na região de Ellsworth na Antártica ocidental, localizada no continente 

antártico, foi realizada em nove pontos distintos, em altitudes que variaram de 754 a 973 m 

(Tabela 10). Os fragmentos foram coletados em triplicata, totalizando 27 fragmentos de 

rochas, os quais foram processados e plaqueados nos meios de cultura já citados. Foram 

obtidos 71 isolados fúngicos, 54 de fungos filamentosos e 17 leveduras. Houve crescimento 

de fungos em todos os meios de cultura utilizados (Figura 15). O maior número de isolados 

foi obtido nomeio YM (46%). O meio DG18 apresentou 28% dos isolados e o meio MYEA 

25%. Assim como nas demais coletas, o meio de cultura com a menor porcentagem (1%) de 

crescimento foi o DRBC (com apenas um isolado). 

 

Tabela 10: Número de amostras coletadas em cada local estudado da Antártica continental 

e suas respectivas altitudes. 

 

 

Local de coleta 
Código da amostra 

de rocha 
Altitude (m) 

Montanhas Ellsworth, Antártica 

continental. 
13, 14 e 15 973 

 19, 20 e 21 899 

 10, 11 e 12 893 

 22, 23 e 24 886 

 4, 5 e 6 827 

 1, 2 e 3 816 

 16, 17 e 18 808 

 7, 8 e 9 764 

 25, 26 e 27 754 
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Figura 15: Proporção (%) dos isolados fúngicos obtidos nos diferentes meios de cultura 

utilizados no processamento das amostras de rochas coletadas na região de Ellsworth na 

Antártica continental. 

 

5.3.2 Identificação e análise da diversidade dos fungos 

 

Os 71 isolados de fungos obtidos foram agrupados em 33 morfotipos distintos. Após 

a confirmação do agrupamento macro-morfológico, foram encontrados 40 perfis 

moleculares, caracterizados em seis gêneros e cinco classes (Figura 16) do filo 

Ascomycota, sendo 10 táxons diferentes (Tabela 11, Figuras 17, 18 e 19). A classe com o 

maior número de isolados foi Eurotiomycetes; seguida por Saccharomycetes, 

Dothideomycetes, Sordariomycetes e Microbotryomycetes. Apenas o isolado UFMGCB 

10031 não foi identificado.  

 

 

Figura 16: Distribuição (%) dos isolados obtidos em nível de classe a partir de rochas da 

Antártica continental. 
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A maior parte dos isolados identificados está distribuída dentro do gênero Penicillium 

(55,7%), seguido de Debaromyces (23%), Cladosporium (14%) e Acremonium (4%). Os 

táxons minoritários foram identificados como Rhodotorula mucilaginosa e Talaromyces. A 

densidade de colônias fúngicas presente nas amostras de rocha variou de 100 a 250 UFC/g. 

Penicillium chrysogenum, P. tardochrysogenum e C. halotolerans foram os táxons mais 

abundantes, apresentando os valores 250, 185,7 e 177,7 UFC/g, respectivamente (Tabela 

11). Em vista da pequena variação entre as altitudes dos pontos coletados na região de 

Ellsworth, a relação entre os pontos de coleta e a densidade não foi relevante. 

Os índices de diversidade (Fisher’s α), riqueza (Margalef’s) e dominância (Simpson’s) 

apresentaram os valores 1,36, 1,18 e 0,88, respectivamente, todos coerentes com os 

intervalos de confiança. Os índices de Fisher e Margalef foram baixos, corroborando com a 

baixa diversidade e riqueza de espécies encontradas a partir de rochas da Antártica. O valor 

encontrado para o índice de Simpson foi menor do que os valores obtidos para as 

comunidade de fungos de rochas dos demais ecossistemas amostrados, indicando uma 

maior dominância, comumente encontrada em ambientes extremos, como a Antártica. O 

esforço amostral da comunidade de fungos de rochas da Antártica continental, demostrado 

pela cuva de rarefação construída (Figura 20), foi suficiente em relação aos resultados 

encontrados.  

Em relação aos perfis de similaridade (Figura 21) da comunidade fúngica encontrada 

para os três locais amostrados, a comunidade de fungos obtida do Deserto do Atacama foi 

mais similar à comunidade de fungos da Antártica continental, enquanto que ambas foram 

menos similares à comunidade da região da Serra do Caraça, tanto para os índices de 

Sorensen quanto Bray-Curtis. 
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Tabela 11: Identificação molecular dos fungos obtidos de rochas da Antártica continental. 

Código do 

UFMGCBa 
UFC/g 

Resultado Top BLAST [n° de acesso do 

GenBank] 

Cobertura 

(%) 

Identidade 

(%) 

N° de bp 

sequenciados 

e analisados 

Espécie ou grupo taxonômico 

propostof 

10039b,c,d 250 Penicillium chrysogenum [NR077145] 100 100 488 Penicillium chrysogenum 

10005b,c 185,7 Penicillium rubens [NR111815] 100 100 418 Penicillium tardochrysogenum 

9999b 177,7 Cladosporium halotolerans [NR119605] 100 99 435 Cladosporium halotolerans 

10034b 133,3 Acremonium egyptiacum [FN706550] 99 99 487 Acremonium sp. 

AN1AYM1e 131,2 Debaryomyces hansenii [JQ689041] 100 100 498 D. hansenii 

10048b 100 Cladosporium phaenocomae [NR119950] 100 100 397 Cladosporium sp. 

10017b,c 100 Penicillium citrinum [NR121224] 100 100 446 Penicillium citrinum 

10021b 100 Penicillium coffeae [NR121312] 100 98 478 Penicillium cf. coffeae 

AN6ADG1b,e 100 Rhodotorula mucilaginosa [AF070432] 100 100 509 Rh. mucilaginosa 

10044b 100 Talaromyces spectabilis [AY753330] 95 100 493 Talaromyces spectabilis 

aUFMGCB= Código da Coleção de Cultura de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. Táxon sujeito a análise 

filogenética baseada no sequenciamento da região bITS, cβ-tubulina, dPolimerase II e eD1/D2do RNA ribossomal. fPosição taxonômica 

sugerida.  
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Figura 17: Análises filogenéticas das sequencias de fungos (em negrito) presentes na Antártica continental em comparação com sequencias 

tipo (T) e referências (R) depositadas no banco de dados GenBank. OG = grupo externo. As árvores foram construídas baseadas na região 

transcrita interna ITS da região gênica do rRNA, por meio do parâmetro Composto Máximo de Likelihood.
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Figura 18: Análises filogenéticas das sequencias de fungos (em negrito) presentes na 

Antártica continental em comparação com sequencias tipo (T) e referências (R) depositadas 

no banco de dados GenBank. OG = grupo externo. As árvores foram construídas baseadas 5 

nos fragmentos gênicos da β-tubulina, por meio do parâmetro Composto Máximo de 

Likelihood. 

 

 

Figura 19: Análises filogenéticas das sequencias de fungos (em negrito) presentes na 10 

Antártica continental em comparação com sequencias tipo (T) e referências (R) depositadas 

no banco de dados GenBank. OG = grupo externo. As árvores foram construídas baseadas 

nosfragmentos gênicos da RPB II, por meio do parâmetro Composto Máximo de Likelihood. 
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Figura 20: Curva de rarefação de táxons (Índice de Mao-Tou) dos fungos obtidos de rochas 

da Antártica continental, construída com intervalo de 95% de confiança. 

 

 5 

Figura 21: Dendrogramas ilustrando o perfil de similaridade apresentado pelos índices de 

Sorensen (A) e de Bray-Curtis (B) das comunidades de fúngicas dos três locais amostrados. 

Os resultados foram obtidos com um intervalo de confiança de 95% e os valores de 

bootstrap foram calculados a partir de 1.000 repetições. 

 10 
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5.3.3 Atividade dos extratos com diclorometano e identificação de metabólitos 

bioativos 

 

Todos os 71 fungos obtidos foram cultivados para a produção de extratos utilizando 

DCM, os quais foram testados contra os micro-organismos alvos. Os extratos que 5 

apresentaram atividade igual ou superior a 70% de inibição foram re-cultivados para cálculo 

do CIM. O extrato do fungo Penicillium cf. coffeae UFMGCB 10021 foi o único que repetiu a 

atividade inicial e inibiu em 84% o crescimento da levedura C. albicans e apresentou CIM de 

125 µg/mL. 

Esse extrato ativo foi então submetido ao RMN 1H para investigação da presença de 10 

substâncias aromáticas. A análise do extrato do fungo P. cf. coffeae UFMGCB 100021 

mostrou a presença predominante de ácidos graxos. Desta forma, foi acrescentada ao 

extrato a solução de CH2N2 para a produção de ésteres metílicos que posteriormente foram 

analisados por meio da CG-FID. Os ácidos graxos identificados no extrato foram palmítico 

(29,9%), esteárico (21,1%), oléico (18,4%) e linoléico (30,6%).  15 

 

5.3.4 Experimentos de astrobiologia 

 

Cinco isolados das duas únicas espécies de leveduras isoladas e identificadas como 

Debaromyces hanseniie e Rodothorula mucilaginosa foram submetidos à avaliação da 20 

resistência a radiação UV-C (Figura 22). Todos os isolados de D. hansenii apresentam uma 

drástica queda no crescimento, após a exposição de 300 J/m2 de radiação UV-C, muito 

semelhante à levedura utilizada como modelo sensível. Entretanto, o isolado R. 

mucilaginosa AN6ADG-1 foi capaz de resistir, sem queda substancial da viabilidade, a todas 

as intensidades de radiação a que foi exposta, com sobrevivência superior à observada para 25 

a levedura Exophiala sp. S15LV1. 

Tendo em vista que R. mucilaginosa AN6ADG-1 apresentou bons resultados nesta 

triagem frente à UV-C, a mesma foi então submetida à radiação UV ambiental (Figura 23). 

Este experimento preliminar teve como objetivo simular a radiação ultravioleta encontrada 

no ambiente natural, que é composta principalmente por UVA e UVB. Novamente a R. 30 

mucilaginosa AN6ADG-1 foi capaz de resistir a todos os tempos de radiação (de 15 até 90 

min) sem perda substancial de viabilidade. 
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Figura 22: Taxa de sobrevivência das leveduras testadas e controles após diferentes doses 

de radiação UV-C. A sobrevivência é dada pela razão da contagem de UFC/mL após 

exposição pela contagem de UFC/mL no tempo de exposição igual a 0. Leveduras testes: 

Rhodotorula mucilaginosa AN6ADG-1 e Debaromyces hanseniie AN1AYM-1, AN6AYM-1, 5 

AN6AMY-1 e AN8BYM-1. Controle sensível: Saccharomyces cerevisiae BY4742; controle 

resitente Exophiala sp. S15LV1. 

 

Figura 23: Taxa de sobrevivência da levedura Rhodothorula mucilaginosa AN6ADG-1 após 

a exposição a diferentes doses de radiação ultravioleta ambiental (UV-A e UV-B). Leveduras 10 
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controle (sensível: Saccharomyces cerevisiae BY4742; resitente Exophiala sp. S15LV1) 

apresentadas apenas a critério demonstrativo, visto que foram testadas em condições 

experimentais distintas. Assim, não se pode fazer uma comparação direta e precisa, apenas 

aproximada. 

 5 

A partir dos resultados de espectroscopia Raman (Figura 24) foi possível detectar a 

presença de carotenóides na R. mucilaginosa AN6ADG-1 isolada (provavelmente os 

responsáveis por sua coloração rosácea), pois os sinais entre 1150-1155 e 1505-1515 cm-1 

indicativos deste tipo de molécula nesta técnica foram bastante evidentes. Este fato não 

exclui a possibilidade da existência de outros pigmentos ou outras moléculas fotoprotetoras. 10 

No entanto, não foi possível detectar a presença de melanina. 

Considerando o fato de que algumas adaptações relacionadas ao estresse hídrico 

também estão presentes em situações de estresse osmótico (RUISI et al., 2007), R. 

mucilaginosa AN6ADG-1 também foi submetida ao crescimento frente a diferentes 

concentrações de sal no meio de cultura (Figura 25). De uma maneira geral, os valores da 15 

DO foram menores nos meios de cultura com acréscimo de sal, indicando um menor 

crescimento, quando comparado a culturas apenas em GYMP em um mesmo tempo de 

incubação. No entanto, é importante salientar que ainda no tempo de incubação de 72 

horas, até a concentração de 2M de sal presente no meio, a levedura foi capaz de crescer, 

aumentando em mais de 10x sua DO, sugerindo tolerância ao estresse osmótico. Todavia, 20 

esses resultados são preliminares e devem ser repetidos com a presença de leveduras que 

possam ser usadas como controles sensíveis e resistentes ao sal, além da necessidade de 

testar concentrações ainda maiores para estimar o limite de sobrevivência e crescimento da 

R. mucilaginosa AN6ADG-1. 

 25 
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Figura 24: Espectro Raman da levedura Rhodothorula mucilaginosa AN6ADG-1 para 

detecção de pigmentos fotoprotetores. Os picos mais estreitos indicam, em conjunto, a 

assinatura caraterística de carotenóides. A elevação no centro do espectro se deve à 

fluorescência, uma interferência comum em amostras biológicas causada por matéria 5 

orgânica em geral. 

 

Figura 25: Medida indireta do crescimento pela densidade óptica de cultivos da levedura 

Rhodothorula mucilaginosa AN6ADG-1 em meios de cultura GYMP, com diferentes 

concentrações de NaCl, até 72 horas de incubação. 10 
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6. Discussão 

6.1 Coleta e isolamento de fungos 

 

Ao final de todas as coletas foram obtidos 66 fragmentos de rochas de 

todos os ambientes amostrados e deles obtidos 444 isolados fúngicos. A 5 

proporção do crescimento de fungos entre os meios de cultura utilizados variou de 

acordo com o ambiente amostrado. Com as amostras da Serra do Caraça (Figura 

2), a maior densidade foi obtida a partir dos meios YM (37%) e MYEA (34%). Da 

mesma forma, no continente Antártico (Figura 15), o maior crescimento também 

foi observado a partir do meio YM (47%). Esses resultados podem ser explicados 10 

devido à variação e disponibilidade de nutrientes dos meios de cultura utilizados. 

Os meios YM e MYEA são ricos em nutrientes e não possuem antifúngicos em 

sua constituição. No entanto, para as amostras do Deserto do Atacama (Figura 8), 

a maior densidade foi encontrada no meio DG-18 (48%), enquanto que para as 

amostras da Antártica a proporção foi de 28%. Estes resultados podem ser 15 

explicados pelo fato do meio de cultura DG18 ser um meio xerofílico, pois possui 

em sua composição 18% de glicerol, o que pode ter proporcionado uma condição 

favorável ao crescimento de fungos adaptados à condição de escassez de água, 

como se observa nos ambientes como o Deserto do Atacama e Antártica. 

Resultados similiares foram obtidos por Godinho et al. (2015), que utilizaram para 20 

o isolamento de fungos de solo do continente Antártico os mesmos meios de 

cultura utilizados no presente estudo e encontraram alguns isolados que foram 

capazes de crescer no meio DG-18, indicando uma possível capacidade dos 

mesmos de crescer em condições xerofílicas. 

Os meios DRBC e DG18 possuem antifúngicos em sua constituição que 25 

inibem o crescimento de alguns grupos fúngicos contaminantes que crescem 

rapidamente por toda a placa. Um dos antifúngicos presentes em ambos os casos 

é o Dicloram. Este antifúngico é capaz de inibir fungos do gênero Botrytis, 

Monilinia, Rhizopus, Sclerotinia e Sclerotium spp., ausentes em todos os locais 

amostrados. Além do Dicloran, o meio DRBC também possui em sua constituição 30 

o antifúngico Rosa de Bengala que além de antibacteriano, também é capaz de 

restringir o crescimento de colônias de fungos de crescimento rápido, facilitando a 

contagem de colônias e permitindo o isolamento de fungos de crescimento lento. 

Isto explica o fato de ter sido o meio com o menor número de isolados em todos 

os locais de coleta [Serra do Caraça (3%), deserto do Atacama (10%) e continente 35 

Antártico (1%)]. 



 114

 6.2 Identificação dos fungos 

 

Quatrocentos e quarenta e quatro fungos foram obtidos, caracterizados e submetidos 

à identificação molecular. Após as análises filogenéticas foi possível identificar 389 isolados, 

sendo a maior parte deles Ascomycota (98,9%). Apenas quatro isolados de leveduras foram 5 

representantes do filo Basidiomycota, identificados como pertencentes às classes 

Tremellomycetes (Bandoniozyma sp., Bullera sp. e Cryptococcus podzolicus) e 

Microbotryomycetes (Rhodotorula mucilaginosa). De acordo com Ruisi et al. (2007), fungos 

Ascomycota no estágio anamorfo são encontrados com maior frequência na Antártica, pois 

parecem evitar a reprodução sexuada poupando tempo e energia em prol de finalizar o ciclo 10 

de vida. Por outro lado, Tsuji et al. (2013) encontraram maior número de Basidiomycota ao 

avaliar a diversidade de fungos em sedimentos e solos ao redor de lagos antárticos. 

As razões pelas quais alguns fungos não puderam ser identificados (12,3%) podem 

ser explicadas por problemas nos procedimentos para extração do DNA e/ou obtenção de 

amplicons, baixa identidade e/ou cobertura das sequências, além de informações 15 

inconclusivas, ao comparar as sequencias obtidas com as sequencias de espécies tipo ou 

de referência depositadas no Genbank. Em alguns casos a não amplificação pode estar 

relacionada à qualidade do DNA bruto obtido no processo de extração, o qual pode conter 

contaminantes tais como, proteínas, agentes caotrópicos, pigmentos, dentre outros que 

inibem a ação da Taq DNA polimerase (NILSSON et al., 2009). Em outros casos, não foi 20 

possível obter DNA com quantidades suficientes (50 ng) para realização da reação da PCR, 

o que pode estar relacionado à dificuldade de rompimento da parede celular fúngica e, 

consequente, disponibilização do material genético. Tais problemas de identificação também 

foram observados em estudo de caracterização da diversidade de fungos melanizados de 

monumentos de Mármore na Turquia, onde Sert et al. (2007) obtiveram 99 isolados a partir 25 

de 250 amostras. Os isolados de fungos foram identificados como pertencentes a ordens 

comuns, como algumas encontradas no presente trabalho: Dothideales, Chaetothyriales e 

Pleosporales; no entanto 27 táxons não puderam ser identificados. 

Com os resultados obtidos foi possível observar que alguns táxons (Arthrocatena sp., 

Cladophialophora sp., Devriesia sp., Herpotrichiellaceae sp., Neophaeothecoidea sp., 30 

Paraconiothyrium sp., Pezizomycotina sp., Pseudotaeniolina sp. e Teratosphaeriaceae sp.) 

de rochas da Serra do Caraça foram abundantes, apresentando contagens superiores a 300 

UFC/g (Tabela 1), os quais pertencem às classes Dothideomycetes, Eurotiomycetes e 

Pezizomicotina. Já em relação aos fungos obtidos de rochas do Deserto do Atacama 

(Tabela 5), Cladosporium cf. myrtacearum, Penicillium cf. citrinum e P. crysogenum, 35 

pertencentes às classes Dothideomycetes e Eurotiomycetes, também apresentaram 

contagem >300 UFC/g. Em contrapartida, os resultados obtidos com as rochas do 
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continente antártico (Tabela 11), nenhum táxon apresentou altos valores de densidade, 

sendo a maior entre eles de 250 UFC/g para o fungo Penicillium chrysogenum UFMGCB 

10039. A classe com maior abundância em todos os locais de coleta foi Eurotiomycetes. Os 

resultados do presente trabalho estão de acordo com Ruibal et al. (2008), que encontraram 

em rochas da região central da Espanha abundância de fungos das classes 5 

Dothideomycetes e Eurotiomycetes. Godinho et al. (2015) encontraram em solos da 

Antártica continental fungos identificados como pertencentes às classes Dothideomycetes, 

Eurotiomycetes, Letiomycetes, Saccharomycetes e Sordariomycetes. 

De acordo com Egidi et al. (2013), a maior parte dos fungos presentes em rochas 

está filogeneticamente relacionada com fungos da classe Dothideomycetes, o que esta de 10 

acordo com os resultados obtidos no presente estudo com rochas da Antártica, Deserto do 

Atacama no Chile e Campo de Altitude do Brasil. Egidi et al. (2013) caracterizaram 

Arthrocatena tenebrio (código de acesso no GenBank KF309948), uma espécie nova 

classificada como mesofílica pelo melhor crescimento a 24 °C do que a 6 °C. Arthrocatena 

tenebrio foi a espécie mais próxima filogeneticamente a Arthrocatena sp. UFMGCB 6979 15 

obtida de rochas do Campo de Altitude da Serra do Caraça e com abundância superior a 

300 UFC/g. Egidi et al. (2013) também analisaram a posição taxonômica de algumas 

espécies de Devriesia obtidas de rochas da Antártica, bem como espécies filogeneticamente 

próximas a Pseudotaeniolina globosa e Teratosphaeriaceae. Dentre os táxons encontrados 

na Serra do Caraça, com contagens acima de 300 UFC/g, estão Devriesia sp., 20 

Pseudotaeniolina sp. e Teratosphaeriaceae sp., sendo que o primeiro táxon também foi 

isolado de rochas do Atacama, como parte minoritária (singletos) dentro da comunidade de 

fungos. 

O gênero Cladophialora (com contagem >300UFC/g) foi encontrado apenas em 

rochas do Campo de Altitude da Serra do Caraça, Brasil e foi proposto por Borelli (1980) 25 

para abrigar agentes causadores da cromoblastomicose, como por exemplo, 

Cladophialophora carrionii, os quais possuem melanina como um fator de virulência 

determinante na sua patogenicidade. No entanto, atualmente este clado abriga espécies 

ambientais associadas a plantas (DE HOOG et al., 2007), musgos (DAVEY & CURRAH, 

2007), isolados de refrigerantes (CROUS et al., 2007) e solos poluídos com hidrocarbonetos 30 

(BADALI et al., 2008). Herpotrichiellaceae sp. UFMGCB 6976 apresentou sequencia com 

baixa identidade em comparação com a espécie Cladophialophora modesta (código de 

acesso no GenBank NR121459), a qual é conhecida como neurotrófica por causar infecções 

cerebrais (HORRÉ & DE HOOG 1999). De acordo com Quaedvlieg et al. (2014), a família 

Herpotrichiellaceae foi recentemente estabelecida para agregar espécies de fungos 35 

sapróbios, extremófilos, oportunistas de humanos e patógenos de plantas. Ainda dentro 

dessa família, encontra-se o gênero Neophaeothecoidea, que foi o mais abundante dentre 
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as leveduras identificadas nas rochas do Campo de Altitude na região da Serra do Caraça. 

Neophaeothecoidea sp. 08BDG-2 apresentou sequencia similar a Neophaeothecoidea 

proteae (código de acesso no GenBank KF937228). Essa espécie foi inicialmente alocada 

dentro do gênero Phaeothecoidea, no entanto, a partir de novas análises taxonômicas do 

isolado obtido de folhas da planta Protea repens, na África, Quaedvlieg et al. (2014) 5 

propuseram o novo gênero e consequentemente a nova espécie, Neophaeothecoidea 

proteae. 

Outro táxon abundante encontrado em rochas do Campo de Altitude foi 

Paraconiothyrium sp. UFMGCB 7073, o qual apresentou sequencia similar a 

Paraconiothyrium archidendri (código de acesso no GenBank JX496049), uma espécie 10 

obtida de manchas das folhas da planta Archidendron bigeminum (VERKLEY et al., 2014). 

O último táxon com maior abundância encontrado nas rochas do Campo de Altitude 

da região da Serra do Caraça foi Pezizomycotina sp. Pezizomycotina é um subfilo de 

Ascomycota e inclui inúmeras espécies que crescem formando filamentos, os quais são 

capazes de produzir esporomas e degradam a biomassa de açúcares livres para usar como 15 

fonte de energia (ARVAS et al., 2007; LI et al., 2010). No presente trabalho, o fungo 

UFMGCB 6982 apresentou sequencia com maior identidade em comparação com as 

sequencias de Cladosporium varians (código de acesso no GenBank NR119856) e 

Aspergillus marvanovae (HE974387) em análise realizada levando em consideração as 

regiões ITS e β-tubulina, respectivamente. A explicação para tal fato, pode ser devido à 20 

ausência de sequencias de mais espécies tipos ou de referência de β-tubulina e RPBII 

depositadas no GenBank. Dessa forma, o fungo foi identificado como Pezizomycotina sp., 

uma vez que Aspergillus e Cladosporium pertencem a diferentes classes, mas ambos são 

Pezizomycotina. 

O gênero Cladosporium foi detectado em todas as áreas de coleta e incluiu espécies 25 

com as maiores contagens. Cladosporium halotolerans, por exemplo, foi isolado de rochas 

em cinco das oito altitudes amostradas no Deserto do Atacama, Chile, enquanto na 

Antártica continental apresentou 177,7 UFC/g. O gênero Cladosporium é considerado 

cosmopolita, possui melanina na composição de sua parede e é frequentemente isolado do 

diferentes tipos de solos, incluindo os de desertos (STERFLINGER et al., 2012). Na 30 

Antártica, Cladosporium foi isolado de diferentes substratos como madeira em 

decomposição, sedimento de lagos, solo, fezes ou associados a aves, amostras de gelo, 

água de lagos e associados a musgos e liquens (ELLIS-EVANS, 1985; DEL FRATE & 

CARETTA 1990; VISHNIAC, 1996; ARENZ & BLANCHETTE 2009; BRUNATI et al., 2009; 

BLANCHETTE et al., 2010). 35 

Cladosporium halotolerans UFMGCB 8042 apresentou sequencia com similaridade 

próxima a de C. halotolerans CBS 280.49 (EF101432) (Figura 12) isolado de caules da 
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planta Hypericum perforatum. De acordo com Zalar et al. (2007), C. halotolerans também foi 

detectado em águas de salinas e outros ambientes com alto teor de sal, sendo 

possivelmente uma espécie intimamente ligada a ambientes salinos ou hipersalinos, 

entretanto, uma amostragem maior seria necessária para comprovar tal informação. 

Outro gênero encontrado em todos os locais onde foram coletadas rochas foi 5 

Penicillium. Penicillium chrysogenum foi um dos táxons mais abundantes tanto em rochas 

no Deserto do Atacama como na Antártica, sendo que neste último ambiente, também foi 

encontrada a espécie Penicillium tardochrysogenum (UFMGCB 10039) com altas contagens 

de UFC/g. Dentre os 12 gêneros isolados por Conley et al. (2006) em amostras de areia do 

Deserto do Atacama, o gênero Penicillium foi presente. Espécies de Penicillium também são 10 

comumente isoladas e parecem estar adaptadas as condições extremas da Antártica, sendo 

encontradas em substratos como solo e madeira em decomposição (ARENZ et al., 2006), 

lagos (GONÇALVES et al., 2012), macroalgas (LOQUE et al. 2010; GODINHO et al., 2013; 

FURBINO et al., 2014), sedimento marinho (GONÇALVES et al., 2013), permafrost 

(ZUCCONI et al., 2012) e solos (GODINHO et al., 2015). Assim como no presente estudo, a 15 

espécie P. chrysogenum, conhecida como um fungo extremófilo, foi dominante em amostras 

de permafrost (ZUCCONI et al., 2012) e talos das macroalgas Adenocystis arcta, M. hariotii, 

P. decipiens e Ulva intestinalis (FURBINO et al., 2014). 

O gênero Aspergillus foi encontrado em amostras de rocha do Deserto do Atacama, 

Chile e no Campo de Altitude da região da Serra do Caraça, Brasil. Dentre as espécies do 20 

gênero que foram identificadas a partir de rochas do Atacama estão A. persii, A. sydowii e A. 

westerdijkiae, todas consideradas minoritárias dentro da comunidade. Entretanto, A. sydowii 

foi encontrado por Godinho et al. (2015) como uma das espécies dominantes dentro da 

comunidade fúngica de solos oligotróficos da região continental da Antártica. De acordo com 

Kis-papo et al. (2001), onde a característica do solo de desertos é combinada por uma alta 25 

salinidade, como por exemplo em solos próximos ao mar morto, existe um seleção de 

fungos halofílicos e halotolerantes, que incluem espécies como A. sydowii.  

Três gêneros também foram encontrados em pelo menos dois locais amostrados no 

presente estudo, sendo Acremonium encontrado na Antártica continental e região da Serra 

do Caraça. E Alternaria e Hypoxylon encontrados no Deserto do Atacama e Campo de 30 

Altitude. Espécies de Acremonium são frequentemente encontradas em amostras de solo da 

Antártica (SINGH et al., 2006); enquanto espécies de Alternaria são frequentemente 

encontradas em solos de desertos (STERFLINGER et al., 2011). Por outro lado, pelo nosso 

conhecimento espécies de Hypoxylon ainda não foram encontradas em estudos de 

diversidade de fungos em desertos. 35 

Ruibal et al. (2008) estudaram a diversidade de fungos melanizados em quatro 

formações rochosas na Espanha e obtiveram 266 isolados fúngicos a partir de amostras da 
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superfície de rochas de quatro locais geológica e topograficamente distintos. As amostras de 

rocha foram lavadas com etanol 96%, antes do processamento e a camada mais superficial 

foi removida. Além disso, após o aparecimento de fungos de crescimento rápido, estes 

foram removidos rapidamente para não impedir o crescimento daqueles de crescimento 

lento. Essa metodologia proporcionou a ausência de isolamento de táxons cosmopolitas, 5 

como por exemplo, Penicillium e Alternaria. Apesar da diferença entre a metodologia de 

processamento deste trabalho e a do presente estudo, foi possível encontrar alguns táxons 

em comum, principalmente, considerando aqueles isolados a partir de rochas do Campo de 

Altitude da região da Serra do Caraça, como por exemplo, Lecythophora sp., Exophiala sp., 

Cladophialophora sp. e Phoma sp. De acordo com Ruibal et al. (2008), a superfície de 10 

rochas é conhecida por ser um reservatório de fungos fortemente melanizados, sendo eles 

filamentosos e fungos leveduriformes de crescimento lento. 

Outro ponto importante da pesquisa de Ruibal et al. (2008) é que parte da micota 

presente na superfícies das rochas também está presente em superfícies de plantas e em 

formações rochosas na Europa e Antártica. De uma maneira análoga a essa informação, 15 

alguns táxons (com, por exemplo, espécies de Acremonium, Alternaria e Phaeospaeria) 

encontrados em rochas de Campo de Altitude da RPPN do Caraça também foram 

encontrados por Vaz et al. (2009), a partir do isolamento de fungos endofíticos isolados de 

indivíduos da família Orchidaceae, coletados em diferentes locais da Serra do Caraça. 

Esses dados sugerem que espécies encontradas em substratos como as folhas, caules e 20 

raízes de plantas também podem ser habitantes de rochas. 

Assim como os autores que estudaram a comunidade fúngica presente em areias do 

Deserto do Atacama (CONLEY et al., 2006) e de madeira em decomposição de patrimônios 

históricos no Chile (ORTIZ et al., 2014), também isolamos de rochas do Deserto do Atacama 

táxons em comum como Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Eupenicillium e Penicillium. 25 

Em contraste, os gêneros Cochliobolus, Devriesia, Fusarium, Hypoxylon, Macroventuria, 

Neosartorya e Pseudogymnoascus, até então ainda não foram descritos para região. Com 

relação ao gênero Pseudogymnoascus, este foi historicamente considerado um 

representante do estágio sexual do gênero Geomyces e recebia nomes distintos de acordo 

com o sistema de classificação. Mas para Minnis & Lindner (2013), Pseudogymnoascus e 30 

Geomyces tratam-se de dois gêneros distintos e filogenicamente próximos de acordo com a 

posição taxonômica das espécies tipo. Espécies de Pseudogymnoascus, anteriormente 

conhecidas como Geomyces, são frequentemente isoladas de amostras de ambientes frios, 

solos, sedimento de lagos e marinho da Antártica (GONÇALVES et al., 2015). 

Pseudogymnoascus sp. UFMGCB 8082 foi encontrado em rochas do Deserto do Atacama 35 

somente na altitude de 4.032 m, sendo o primeiro relato deste gênero na região. 
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Segundo Godinho et al. (2015), alguns táxons comumente encontrados nos solos da 

Antártica continental pertencem aos gêneros Debaryomyces, Cladosporium e Penicillium, os 

quais também foram comuns ao presente estudo. Por outro lado, gêneros como 

Acremonium, Talaromyces e Rhodotorula também foram obtidos das rochas da Antártica 

continental. Sabe-se que as leveduras são capazes de crescer nas baixas temperaturas 5 

encontradas na Antártica, sugerindo que elas são capazes de degradar compostos 

orgânicos em baixas temperaturas e permanecer metabolicamente ativas (AMATO et al., 

2009). A maior parte das leveduras isoladas de substratos antárticos é composta por 

espécies do filo Basidiomycota, apesar de representantes de Ascomycota também serem 

isolados. No atual trabalho, representantes de ambos os filos foram caracterizados, sendo 10 

representados por Debaryomyces hansenii AN1AYM1 (Ascomycota) e Rhodotorula 

mucilaginosa AN6ADG1 (Basidiomycota). Porém o maior número de isolados e maior 

contagem determinada foram de D. hansenii. Vaz et al. (2011) também identificou as 

mesmas espécies de levedura da rizosfera da gramínea antártica Deschampsia Antarctica, 

solo e água de lagos da Península Antártica.  15 

 

6.3 Diversidade da comunidade fúngica 

 

De uma maneira geral, os índices de diversidade (Fisher α, Margalef e Simpson) 

determinados para as três áreas estudadas foram diferentes. Os menores valores foram 20 

encontrados para comunidade fúngica presente nas rochas da Antártica Continental, que foi 

menor que os encontrados no Deserto do Atacama e menor que os das rochas do Campo 

de Altitude da região da Serra do Caraça. 

A Antártica é conhecida por ser um continente distante e inóspito, com o clima mais 

frio e seco do planeta (RUISI et al., 2007). O Deserto do Atacama está localizado entre as 25 

latitudes 17° e 27° no norte do Chile e tem sido considerado o deserto mais antigo e árido do 

planeta, onde as médias anuais de chuva são frequentemente mais baixas do que 2 mm 

(AZUA-BUSTOS et al., 2012). Algumas regiões do Deserto do Atacama não têm 

precipitação por décadas (CONLEY et al., 2006), enquanto que os registros sedimentares 

sugerem que o clima semi-árido a hiper-árido teve início desde o período Jurássico 30 

(HARTLEY et al., 2005; CLARKE 2006). Apesar das condições do clima mais ameno em 

relação a desertos e regiões polares, os Campos de Altitude são caracterizados pela 

presença de solos pobres e pela intensa radiação solar, fatores que limitam a diversidade 

nesses ambientes (BÜNGER et al., 2014). Ainda assim, a diversidade de fungos presentes 

em ambientes tropicais é maior do que a diversidade de outros ambientes considerados 35 

temperados, polares ou áridos. Desta forma, a diversidade, riqueza e dominância 
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encontradas podem ser reflexos das características ambientais de cada ambiente 

amostrado no presente estudo. 

O índice de Simpson indica a probabilidade de dois indivíduos retirados ao acaso da 

comunidade pertencer a espécies diferentes, atribuindo assim maior peso para a 

equitabilidade. Portanto, os maiores valores deste índice indicam uma maior dominância e 5 

menor diversidade; já os menores valores indicam uma maior diversidade e ausência de 

dominância. Considerando então os valores obtidos, a diversidade da comunidade de 

fungos habitantes das rochas do ambiente de Campo de Altitude do Brasil e do Deserto do 

Atacama são maiores enquanto que a dominância de espécies é maior na Antártica 

Continental. Estes resultados são reflexos do menor número e diferenças das contagens 10 

dos táxons nesse último ambiente.  

Conforme os dados obtidos para a comunidade de fungos habitantes das rochas da 

Antártica, Godinho et al. (2015) também encontraram índices semelhantes ao analisar a 

comunidade de fungos de solo da região continental antártica, onde os valores de riqueza 

(1,25) e diversidade (1,42) foram baixos e o valor para abundância (0,8) foi igual, indicando 15 

uma alta dominância de alguns táxons presentes. 

A similaridade calculada pelos índices de Sorensen e Bray-Curtis, entre as 

comunidades de fungos obtida de rochas do presente trabalho (Figura 21), foi maior entre as 

comunidades fúngicas do Deserto do Atacama e da Antártica continental. Os índices de 

riqueza, diversidade e dominância encontrados para a comunidade de fungos de rochas do 20 

Deserto do Atacama e da região da Serra do Caraça, são mais semelhantes entre si. No 

entanto, o coeficiente de Sorensen utiliza dados binários (presença ou ausência) e atribui 

maior peso sobre as ocorrências comuns do que desencontros.  Foi possível observar que 

as comunidades do Deserto do Atacama e da Antártica continental, apesar de não 

compartilharem nenhum táxon, presente apenas nesses ambientes, apresentam vários 25 

táxons ausentes, que foram encontrados apenas no Campo de Altitude do Brasil. Esses 

resultados explicam a similaridade obtida entre as comunidades de fungos dos 

ecossistemas avaliados no presente estudo e sugerem mais uma vez que a mesma pode 

ser influenciada pelas condições de cada ambiente. 

 30 

6.4 Atividade biológica, purificação e identificação de metabólitos bioativos 

 

Dos 444 extratos produzidos e testados, 6,7% (30) apresentaram atividade contra 

pelo menos um dos alvos testados nos ensaios biológicos realizados. Este valor está 

coerente com o que se observa em trabalhos de bioprospecção de fungos extremófilos. 35 

Como exemplo, 2,5% dos 239 isolados de fungos obtidos por Furbino et al. (2014) e 14,7% 
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dos 115 isolados obtidos por Godinho et al. (2015) apresentaram atividade contra pelo 

menos um dos alvos utilizados nos respectivos trabalhos. 

O único isolado que manteve a atividade, mesmo após o ensaio realizado com o 

extrato produzido com DCM, foi Acremonium sp. UFMGCB 7138. Dessa forma, esse isolado 

foi submetido à análise de RMN 1H e, posteriormente, a análise em CG-FID, o que 5 

possibilitou a identificação de diferentes ácidos graxos. De acordo com Strobel et al. (1997), 

espécies do gênero Acremonium, endofíticas de Taxus baccata, produzem leucina estatina 

A, com atividade antifúngica e anticâncer. Diferente da atividade contra C. sphaerospermum, 

encontrada com o isolado Acremonium sp. UFMGCB 7138 no presente trabalho, Vaz et al. 

(2009) também observaram atividade no isolado identificado como Acremonium strictum, 10 

fungo endofítico de orquídea coletada na região da Serra do Caraça, o qual exibiu CIM >1 

mg/mL para as bactérias E. coli, S. aureus, Bacillus cereus e Salmonella thyphimurium. 

Pestalotiopsis australasiae UFMGCB 7188, obtido de rochas do Campo de Altitude 

da Serra do Caraça, apresentou atividade antimicrobiana contra E. coli. Vieira et al. (2014) 

encontraram fungos endofíticos isolados de Baccharis trimera e identificados como 15 

Pestalotiopsis sp., com atividade antifúngica contra C. albicans, Cryptococcus neoformans, 

Paracoccidioides brasiliensis e Cryptococcus gatti. Algumas espécies de Pestalotiopsis têm 

sido isoladas de ambientes extremos e relatadas como produtoras de metabólitos com 

atividade biológica (TEJESVI et al., 2007). Um exemplo é a espécie Pestalotiopsis 

microspora, isolada da planta Taxus sp. presente no Himalaia, que produz a substância 20 

anticancerígena Taxol (STROBEL et al., 1996).  

Outro isolado com atividade antibacteriana contra E. coli foi Cladosporium cf. pini-

ponderosae UFMGCB 7189. Brunati et al. (2009) ao isolar fungos de sedimento de lagos 

antárticos também encontraram táxons dentro do gênero Cladosporium com atividade 

antimicrobiana (E. coli) e citotóxica (células preditivas de câncer de cólon do útero). 25 

Espécies dos gêneros Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Hypoxylon e Penicillium 

ocorrem em habitats de diferentes ambientes e são capazes de produzir metabólitos 

secundários com distintas atividades biológicas. Estes gêneros foram obtidos das rochas do 

Deserto do Atacama e apresentaram diferentes tipos de atividade biológica (Tabela 7). 

Todos os isolados identificados como Aspergillus felis apresentaram atividade citotóxica 30 

contra a célula tumoral humana MCF-7. Segundo Frisvad et al. (2004), diferentes espécies 

do gênero Aspergillus são capazes de produzir substâncias como a Ocratoxina A, uma 

micotoxina frequentemente relacionada à produção de café, arroz e bebidas. No entanto, de 

acordo com a literatura nenhum metabólito secundário com atividade biológica de A. felis e 

A. persii foi observado até o momento. 35 

Da mesma forma que o isolado Alternaria cf. arborescens UFMGCB 8018 apresentou 

atividade contra a bactéria S. aureus, Vaz et al. (2009) também observaram um CIM de 0,25 
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mg/mL para o extrato de Alternaria sp., endofítico de orquídeas coletadas no Campo de 

Altitude na região da Serra do Caraça. Os dois únicos isolados no presente estudo, 

identificados como F. oxysporum apresentaram atividade contra o protozoário T. cruzi. 

Espécies de Fusarium e a própria espécie F. oxysporum tem sido frequentemente relatados 

como produtores de micotoxinas (WASKIEWICZ et al., 2010). Já o isolado Hypoxylon sp. 5 

UFMGCB 8020 foi o único a apresentar uma forte e seletiva atividade antiviral contra o vírus 

da Dengue. Espécies de Hypoxylon tem sido descritas como produtoras de metabólitos 

secundários com atividade antimicrobiana (QUANG et al., 2005). De acordo com a literatura, 

apenas um agente antiviral foi descrito pela espécie H. fragiforme, o qual apresentou 

elevada atividade como um inibidor da enzima HIV protease (BILLS et al., 1993). No 10 

entanto, nenhum metabólito secundário com atividade antiviral produzido por Hypoxylon foi 

descrito até o momento. 

Todos os táxons identificados como Neosartorya cf. udagawae, obtidos a partir de 

rochas do Deserto do Atacama, apresentaram atividade citotóxica contra as células 

turmorais humanas MCF-7. Entre as substâncias produzidas por espécies de Neosartorya, a 15 

neosartolactona e 7-metil éster inibem a produção de óxido nítrico em macrófagos de 

camundongos ativados pelo lipopolissacarídeo (LPS) (YANG et al., 2010). A partir de N. 

pseudofisheri, Eamvijarn et al. (2012) observaram a produção e isolaram sesquiterpenos 

cadenene e o derivado de indol euroquevalierina que mostraram atividade citotóxica in vitro 

contra células tumorais humanas. A atividade citotóxica também foi encontrada pelo 20 

alcalóide indol sartorimensina, um análogo de triptoquivalina e fiscalinas produzido por N. 

Siamensis, que mostrou atividade inibitória do crescimento in vitro de glioblastoma (tumor 

cerebral) humano U373 e Hs683, células do câncer do pulmão A549, câncer de mama MCF-

7 e linhagens de melanoma SKMEL-28 (BUTTACHON et al., 2012). Segundo Eamvijarn et 

al. (2013), diferentes substâncias como o análogo de aszonalenina, um meroditerpeno 25 

aszonalenina, acetilaszonalenina, 13-oxofumitremorgim B, aszonapirona A e ácido helvólico, 

com ação citotóxica também foram isoladas das espécies de N. fischeri, N. laciniosa and N. 

tsunodae. Entretanto, de acordo com a literatura não há relato de nenhuma substância ativa 

isolada da espécie N. udagawae. 

O extrato do fungo Penicillium chrysogenum UFMGCB 8074, obtido de rochas do 30 

Deserto do Atacama, manteve a sua atividade contra a levedura C. albicans após o re-

cultivo, além de ter inibido as células MCF-7, o qual foi então fracionado (Figura 14) e as 

substâncias isoladas, os ácidos graxos α-linolínico e linoléico, além do ergosterol 5,8-

endoperóxido apresentaram atividade antifúngica e antibacteriana (Tabelas 8 e 9). Apesar 

dos estudos com ácidos graxos apontarem que estas substâncias são bons herbicidas e por 35 

isso comercializadas para este fim (CANTRELL et al., 2012), em geral, sua presença não 

torna o extrato interessante, pois não possuem seletividade em seu modo de ação. Os 
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ácidos graxos são conhecidos por possuir diferentes propriedades biológicas, as quais 

incluem atividades antibacterianas, antimicobacteriana, antimalárica e antifúngica (POHL et 

al., 2011). A substância ergosterol endoperóxido já foi isolada por Cantrell et al. (1999) a 

partir da parte aérea da planta Ajuga remota e apresentou atividade contra a bactéria 

Mycobacterium tuberculosis.  5 

O único extrato ativo obtido de fungo de rochas da Antártica continental, Penicillium 

cf. coffeae UFMGCB 100021, apresentou em sua composição vários ácidos graxos. Esses 

foram provavelmente responsáveis pela atividade contra a levedura C. albicans (MIC de 125 

µg/mL). Kozlovskii et al. (2012) observaram diferentes metabólitos secundários produzidos 

por espécies de Penicillium isoladas de amostras de permafrost coletadas no Ártico e 10 

Antártica. A maior parte das substâncias é conhecida como micotoxinas, mas quinazolinas e 

fumiquinazolinas F and G, com atividade antifúngica também foram encontradas. No 

entanto, ainda não há relatos de espécies identificadas como P. coffeae a partir de amostras 

dessas regiões polares. 

 15 

6.5 Experimentos de astrobiologia 

 

Micro-organismos expostos ao ambiente espacial receberiam intensa radiação solar, 

incluindo a radiação UV-C, devido à ausência da camada de ozônio (PAULINO-LIMA et al., 

2013). Isto é válido também para superfícies planetárias, como em Marte, em que não há 20 

uma atmosfera espessa o suficiente para servir como filtro. A radiação UV-C (200 a 280 nm) 

teve um importante papel no planeta Terra antes do aumento da concentração de oxigênio 

na atmosfera, mas ainda é abundante acima da camada de ozônio, na estratosfera atual, 

onde diferentes micro-organismos são encontrados desde 1936 (SMITH et al., 2013). Além 

disso, a radiação UV-C é uma das mais efetivas radiações utilizadas para inativar micro-25 

organismos, comumente encontrada em laboratórios de microbiologia, sob a forma de 

lâmpadas germicidas com um pico de emissão em 253,7 nm e, portanto é uma ferramenta 

acessível para selecionar micro-organismos resistentes ao UV-C.  

Diferentes estudos foram realizados com o intuito de avaliar a resistência de alguns 

micro-organismos a diferentes tipos de radiação e condições encontradas fora do planeta, 30 

usando como modelos: bactérias (ORDOÑEZ et al., 2009; PAULINO-LIMA et al., 2011; 

PAULINO-LIMA et al., 2013), arquéias (FENDRIHAN et al., 2009) e cianobactérias (BILLI et 

al., 2011). No entanto, poucos estudos foram realizados até o momento com o objetivo de 

avaliar organismos eucarióticos como modelos em estudos de astrobiologia (MCCREADY et 

al., 2000; ONOFRI et al., 2008; PULSCHEN et al., 2015).  35 
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A levedura Rodothorula mucilaginosa AN6ADG-1, obtida de rochas da região 

continental da Antártica durante a condução desta tese, se mostrou bastante resistente a 

diferentes doses de radiação UV-C quando comparada aos controles (Saccharomyces 

cerevisiae BY4742 e Exophiala sp. S15LV1) e aos demais isolados de Debaromyces 

hansenii, também obtidos de rochas da Antártica. Segundo Paulino-Lima et al. (2013), 5 

diversas bactérias resistentes à radiação UV-C foram isoladas de solo do Deserto do 

Atacama. A bactéria mais resistente ao UV-C isolada no estudo, identificada como Bacillus 

sp., apresentou apenas 10% de sobrevivência quando foi irradiada por 318 J/m2. Já R. 

mucilaginosa AN6ADG-1 apresentou uma taxa de sobrevivência maior que esta mesmo 

após uma dose de radiação de 900 J/m2, a qual foi superior até mesmo a tolerância da 10 

bactéria Deinococcus radiodurans utilizada como controle resistente pelos autores citados. 

Ao investigar leveduras isoladas de grandes altitudes de uma área vulcânica do 

Deserto do Atacama como possíveis modelos eucariotos para estudos de astrobiologia, 

Pulschen et al. (2015) observaram que as leveduras pigmentadas, que indicaram a 

presença de melanina e carotenóides a partir da espectroscopia Raman, apresentaram bons 15 

resultados nos testes com radiação UV-C. Entretanto, não resistiram da mesma forma no 

ensaio de UV ambiental quando comparado com R. mucilaginosa AN6ADG-1. Em contraste 

com o que foi observado por esses autores, a levedura R. mucilaginosa AN6ADG-1 também 

exibiu boas taxas de sobrevivência nos experimentos com UV ambiental, apresentando 

aparentemente mais resistência que a levedura Exophiala sp. utilizada como controle. Na 20 

espectroscopia Raman foi possível observar a presença de carotenóides (Figura 22). Ainda 

que mais estudos sejam necessários para mostrar a estratégia da levedura R. mucilaginosa 

AN6ADG-1 para resistir à radiação UV-C e ambiental, a presença de carotenóides pode ser 

um fator importante nesses resultados, pois é sabido que carotenóides e melaninas são 

pigmentos que protegem os micro-organismos da radiação UV (LIBKIND et al., 2009, 25 

SINGARAVELAN et al., 2008, MOLINÉ et al., 2010), uma vez que são capazes de absorver 

a radiação UV em diferentes comprimentos de onda, incluindo o UV-C (WYNN-WILLIANS & 

EDWARDS, 2002). Além disso, os carotenóides podem eliminar os radicais livres gerados 

pela luz UV, conferindo proteção à célula contra danos oxidativos (MOORE et al, 1989; 

SCHROEDER & JOHNSON, 1993). 30 

Em relação aos testes de salinidade, R. mucilaginosa AN6ADG-1 foi capaz de 

crescer mesmo na presença de até 2M de NaCl, apresentando um crescimento menor 

quando comparado com o meio de cultura sem a presença de sal, mas ainda assim 

considerável. De acordo com Lahav et al. (2002), outra linhagem de levedura também 

identificada como R. mucilaginosa, obtida da evaporação de águas residuais de indústria 35 

química foi capaz de crescer em meio de cultura com o acréscimo de até 2M de NaCl. 

Butinar et al. (2005) isolaram, dentre outras leveduras, a espécie Rhodotorula laryngis de 
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amostras de água de salinas da Costa do Mar Adriático, próxima ao mar Morto. Avaliar a 

capacidade de micro-organismos de crescer e resistir a altas concentrações de sal promove 

o entendimento das respostas ao estresse osmótico (GUNDE-CIMERMAN et al., 2009) e 

possibilita caracterizar fungos extremófilos, que podem ser utilizados como modelos para 

estudos de astrobiologia, uma vez que parte do solo marciano caracteriza-se pela presença 5 

de sais de sulfato (FOSTER et al., 2010). 

 

7. Conclusões 

 

Com base no presente estudo podemos concluir que: 10 

• As rochas dos ecossistemas de Campo de Altitude no Brasil, Deserto do Atacama, Chile 

e da Antártica continental, considerados extremos, apresentaram-se como um habitat 

natural para comunidades de fungos com elevada diversidade, dos quais muitos táxons 

são candidatos a espécies novas. 

• A diversidade da comunidade de fungos que habitam as rochas variou de acordo com o 15 

ambiente em que as amostras foram coletadas, mostrando como as características 

intrínsecas ao ambiente podem influenciar a riqueza e a diversidade encontradas. 

• Pelo nosso conhecimento, este trabalho é pioneiro na pesquisa de fungos habitantes de 

rochas presentes em ecossistemas naturais de Campos de Altitude do Brasil e do 

Deserto do Atacama, Chile. 20 

• O estudo químico dos extratos bioativos permitiu a identificação de ácidos graxos e o 

isolamento de substâncias com atividade antifúngica e antibacteriana. Ainda que essas 

substâncias sejam conhecidas, a comunidade de fungos encontrada pode ser fonte de 

espécies produtoras de substâncias bioativas, uma vez que diferentes táxons 

apresentaram atividades biológicas não relatadas até o momento. 25 

• Os resultados de astrobiologia mostraram que rochas da Antártica podem conter fungos 

modelos eucariotos para os estudos de vida fora do planeta. Ainda que os experimentos 

tenham sido preliminares, foi possível observar uma forte resistência da levedura 

Rodothorula mucilaginosa AN6ADG-1 à radiação UV-C e ambiental, além da habilidade 

de crescer em ambiente com alto teor de sal, condições encontradas fora do nosso 30 

planeta. 
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11. Anexos 

Anexo a 

 

Espectro de RMN 1H do extrato do fungo Acremonium sp. UFMGCB 7138.5 



 

148 

 

Anexo b 

 

 Espectro de RMN 1H do extrato do fungo P. chrysogenum UFMGCB 8074.
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Anexo c 

 Espectro de RMN 1H do fração E do extrato do fungo P. chrysogenum UFMGCB 

8074. 

5 
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Anexo d 

 

Espectro de RMN 13C do fração E do extrato do fungo P. chrysogenum UFMGCB 

8074. 5 
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Anexo e 

 

Espectro de RMN 1H da substância ergosterol 5,8-endoperóxido. 

 5 
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Anexo f 

 

Espectro de RMN 13C da substância ergosterol 5,8-endoperóxido. 
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