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RESUMO

O Continente Antartico e suas ilhas contabilizam cerca de 14 milhdes de km?2 e abrigam diferentes
ecossistemas com extremos em temperatura, baixa disponibilidade de nutrientes, de agua,
radiacOes solares intensas, fortes ventos, entre outros. Nestes ecossistemas, diferentes grupos
microbianos se adaptaram e sdo capazes de sobreviver; entre eles, os fungos tém se destacado por
serem capazes de colonizar variados habitats e substratos. Apesar de a Antartica ser conhecida por
sua baixa média anual de temperatura, em algumas regides da Peninsula Antartica sdo encontrados
locais com elevadas temperaturas devido a atividade vulcénica, como por exemplo na llha
Deception. Devido ao vulcanismo frequente, a llha Deception apresenta habitats diversos e Unicos
guando comparados com outras regifes da Antartica. Nesta ilha sdo encontradas fumarolas onde
as aguas e os solos podem apresentar temperaturas entre 0 e 100 °C. Com base nestes dados, esta
dissertagdo teve como objetivo caracterizar a comunidade de fungos presentes em amostras de
solos da Ilha Deception em um gradiente de 0, 50 e 100 °C. De cada amostra foram realizados
dois procedimentos para isolamento dos fungos. No primeiro procedimento todas as amostras de
solo foram processadas sem a realizacdo de um tratamento térmico. JaA no segundo processo, as
amostras sofreram tratamentos térmicos distintos, onde os solos obtidos a 0 °C foram congelados a
-70 °C por 24 horas; os solos obtidos a 50 e 100 °C foram aquecidos a 50 e 100 °C por 15 min,
respectivamente. A partir dos procedimentos de isolamento, um total de 75 isolados fangicos foi
obtido, dos quais 32 apds o solo sofrer tratamento térmico e 43 a partir de solo sem tratamento
térmico. Os isolados foram agrupados morfologicamente e seus DNAs gendmicos obtidos para
confirmacéo por meio da PCR microsatélite utilizando o iniciador (GTG)s. Apds confirmacdo, um
representante de cada grupo molecular obtido foi submetido ao sequenciamento de diferentes
regides do rDNA e as sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias de espécies tipo ou
de referéncia depositados no GenBank. Ao todo, foram obtidos 16 taxons distintos, distribuidos
entre 0s géneros Aspergillus, Leohumicola, Mortierella, Penicillium, Pseudogymnoascus e
Purpureocillium. Aspergillus foi o género com maior numero de isolamentos, sendo obtido de
todas as amostras de solos nas diferentes temperaturas, com ou sem tratamento térmico prévio,
seguido por Pseudogymnoascus, o qual foi obtido exclusivamente da amostra de solo a 0 °C. As
amostras de solo da Ilha Deception apresentaram baixas diversidade e riqueza de espécie, e houve
dominancia de alguns tdxons. Nas amostras de solo a 0 °C, com e sem tratamento, Aspergillus sp.
2 apresentou a maior contagem, assim como Penicillium sp. 1 na amostra de solo a 50 °C e
Aspergillus cf. ruber na amostra de solo a 100 °C. Todos os isolados foram submetidos a testes de

crescimento em diferentes temperaturas, entre 5 e 50 °C, para caracterizagdo dos fungos

Xi
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mesofilos, psicréfilos/psicrotolerantes e termotolerantes. Sete isolados do género Aspergillus
apresentaram comportamento termotolerante a 50 °C. Dezessete isolados da espécie
Pseudogymnoascus cf. destructans, dois isolados da espécie Mortierella parvispora e trés isolados
do género Leohumicola foram capazes de crescer em temperatura média de 5 °C, os quais foram
selecionados e submetidos a um ensaio de sobrevivéncia ao congelamento. Todos os 23 fungos
testados apresentaram crescimento normal apds exposi¢do a -70 °C por 30 dias na auséncia de
crioprotetores. A partir dos resultados obtidos fortalecemos outros resultados que demonstram que
a comunidade fungica da llha Deception é composta principalmente por organismos cosmopolitas,
tendo Aspergillus como principal tdxon presente. H& ainda alguns tdxons endémicos da Antartica,
representados pelos géneros Mortierella e Pseudogymnoascus, organismos psicréfilos e/ou
psicrotolerantes. Entre os taxons cosmopolitas, chama a atencdo a presenca de fungos
potencialmente patogénicos, pertencentes ao género Aspergillus, que podem representar um risco
aos seres humanos e outros animais da regido. Por fim, a existéncia de fungos capazes de suportar
o congelamento sem a presenca de crioprotetores € um fator relevante, pois sugere que estes sdo
capazes de produzir crioprotetores a partir de sua propria maquinaria celular e podem ser fontes de

metabdlitos de interesse no futuro.

Palavras — chave: Fungos, Diversidade, Solos, Atividade Vulcanica, llha Deception
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ABSTRACT

The Antarctic Continent and its islands account for about 14 million km? and harbor different
ecosystems with extremes in temperature, low availability of nutrients, water, intense solar
radiation, strong winds, among others. In these ecosystems, different microbial groups have
adapted and are able to survive; among them, fungi have been outstanding for being able to
colonize varied habitats and substrates. Although Antarctica is known for its low annual average
temperature, in some regions of the Antarctic Peninsula are found places with high temperatures
due to volcanic activity, as in Deception Island. Due to frequent volcanism, Deception Island
presents diverse and unique habitats when compared to other regions of Antarctica. In this island
fumaroles are found where the waters and the soils can have temperatures between 0 and 100 °C.
Based on these data, this dissertation aimed to characterize the community of fungi present in soil
samples from Deception Island in a gradient of 0, 50 and 100 °C. From each sample two
procedures were performed to isolate the fungi. In the first procedure all soil samples were
processed without a heat treatment. In the second process, the samples underwent different
thermal treatments, where the soils obtained at 0 © C were frozen at -70 ° C for 24 hours; the soils
obtained at 50 and 100 °C were heated at 50 and 100 °C for 15 min, respectively. From the
isolation procedures, a total of 75 fungal isolates were obtained, of which 32 from the soil that
undergoes heat treatment and 43 from the soil that don’t undergoes heat treatment. Isolates were
morphologically grouped and their genomic DNAs obtained for confirmation by microsatellite
PCR using the primer (GTG)s. After confirmation, one representative of each obtained molecular
group was submitted to the sequencing of different regions of the rDNA and the sequences
obtained were compared with sequences of type or reference species deposited in GenBank. In all,
16 distinct taxa were obtained, distributed among the genera Aspergillus, Leohumicola,
Mortierella, Penicillium, Pseudogymnoascus and Purpureocillium. Aspergillus was the genus with
the highest number of isolates, being obtained from all soil samples at different temperatures, with
or without previous heat treatment, followed by Pseudogymnoascus, which was obtained
exclusively from the soil sample at 0 °C. The soil samples of Deception Island presented low
diversity and species richness, and there were dominance of some taxa. In soil samples at 0 ° C,
with and without treatment, Aspergillus sp. 2 showed the highest count, as did Penicillium sp. 1 in
the soil sample at 50 ° C and Aspergillus cf. ruber in the soil sample at 100 °C. All isolates were
submitted to growth tests at temperatures between 5 and 50 °C for the characterization of
mesophilic, psychrophilic/psychotolerant and thermotolerant fungi. Seven isolates of the genus

Aspergillus showed thermotolerant behavior at 50 °C. Seventeen isolates of the species
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Pseudogymnoascus cf. destructans, two of the species Mortierella parvispora and three of the
genus Leohumicola were able to grow at a mean temperature of 5 °C, which were selected and
subjected to a freezing survival test. All these 23 fungi presented normal growth after exposure to
-70 °C for 30 days in the absence of cryoprotectants. From the results obtained we strengthen
other results that demonstrate that the fungal community of Deception Island is composed mainly
by cosmopolitan organisms, with Aspergillus as the main taxon present. There are also some
endemic taxa of Antarctica, represented by the genera Mortierella and Pseudogymnoascus,
psychrophylous and psychrotolerant organisms. Among the cosmopolitan taxa, attention is drawn
to the presence of potentially pathogenic organisms belonging to the genus Aspergillus, which
may pose a risk to humans in the region. Finally, the existence of organisms able of withstanding
freezing without the presence of cryoprotectants is a relevant factor, since it suggests that they are
capable of producing cryoprotectants from their own cellular machinery and may be sources of

metabolites of interest in the future.

Key words: Fungi, Diversity, Soils, Volcanic Activity, Deception Island.
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1. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Existem diversos fatores abioticos que tornam um ambiente hostil e extremo para a
vida. Entre eles se destacam as variagdes de temperatura, pH, salinidade, pressao,
disponibilidade de nutrientes, escassez de agua e alta incidéncia de radiacdo. Estes
ambientes conhecidos como extremos sdo descritos como habitats naturais de organismos
extremofilos. Diferentes estudos sdo realizados visando caracterizar a diversidade de
organismos presentes nos ambientes extremos do planeta, entre os quais, oS micro-
organismos sdo os mais frequentes, pois parecem exercer papel importante nos ciclos
biogeoquimicos e manutencdo da biodiversidade.

A Antéartica é caracterizada pela pequena concentracdo de areas livres de gelo,
baixas temperaturas, ciclos frequentes de degelo, baixa disponibilidade de nutrientes, fortes
ventos e alta incidéncia de radiacéo ultravioleta. Apesar dessas caracteristicas, a Antartica é
conhecida por abrigar micro-organismos extremoéfilos em seus diferentes habitats, tais
como solos, rochas, lagos, associados a fauna (aves e mamiferos) e a plantas. Embora nos
ultimos anos tenham aumentado a quantidade de estudos sobre 0s ecossistemas antarticos, a
diversidade microbiana nos solos vulcanicos antarticos ainda € pouco conhecida. As
temperaturas dos solos vulcanicos das ilhas antarticas variam consideravelmente, atingindo
desde temperaturas negativas até os 100 °C. Este gradiente de temperatura pode favorecer a
colonizagdo de diferentes grupos microbianos, incluindo os psicrofilos, psicrotolerantes,
mesofilos, termotolerantes e termdfilos. Contudo, pela constante variacdo de temperatura
nesta regidao, 0s micro-organismos capazes de sobreviver neste ambiente estdo submetidos a
variacOes diarias, mensais e anuais de temperatura, o que favorece a selecdo daqueles
capazes de sobreviver a esse tipo de estresse. Entre 0s micro-organismos que ocorrem na
Antartica, os fungos parecem apresentar uma elevada diversidade, levando-se em conta as
condicdes extremas da regido. Na Antértica fungos Ascomycota ocorrem com maior
frequéncia, sendo também reportados taxons dos filos Chytridiomycota, Zygomycota,
Glomeromycota e Basidiomycota.

O estudo das comunidades de fungos da Antartica tem apresentado enfoque nos
fungos com perfis psicrofilos e mesofilos. Entretanto, como em algumas ilhas da Peninsula
Antértica a atividade vulcanica ocorre de forma moderada a intensa, existe a presenca de

solos termais, que apresentam potencial para abrigar uma rara comunidade de fungos
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termofilos ou termotolerantes, apesar do intenso frio da Antartica. Desta forma, ressalta-se
a importancia de estudos com o objetivo de identificar e determinar a diversidade de fungos
presentes em solos frios e termais da Ilha Deception na Antéartica, bem como caracterizar o
perfil fisioldgico dos isolados obtidos em relagdo a um gradiente de temperatura, visando

futuras aplicagdes biotecnologicas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.  Ambientes extremos

Para um ambiente ser considerado extremo ele deve apresentar caracteristicas
fisico-quimicas diferentes daquelas presentes nos ambientes onde a maior parte dos
organismos € capaz de viver, ou seja, temperaturas que variam entre 4 e 40 °C, valores de
pH entre 5 e 85 e valores de salinidade entre a da agua continental e marinha
(KRISTJANSSON & HREGGVIDSSON 1995). Nestes ambientes extremos, as
comunidades biologicas sdo compostas, majoritariamente, por micro-organismos (GUNDE-
CIMERMAN et al., 2003) denominados de extremofilos, por serem capazes de sobreviver
a condi¢des ambientais adversas, podendo ser encontrados em diversos tipos de substratos,
tais como aguas termais, cidas, cristais de sal, gelo, residuos tdxicos e até mesmo em agua
de reatores nucleares (PEARCE, 2009). Estudos conduzidos visando caracterizar estes tipos
de ambientes sdo importantes, pois permitem uma melhor compreensdo sobre as relagdes
evolutivas entre grupos de organismos, suas relagdes ecoldgicas e descoberta de novas
espécies (OARGA et al., 2009). De acordo com ROTHSCHILD & MANCINELLI (2001)
e MAGAN (2007), os organismos extremdfilos podem ser divididos em grupos e

classificados de acordo com o tipo de ambiente no qual se desenvolvem, sendo divididos:

e Psicrofilos (capacidade de crescer em baixas temperaturas);
e Termdfilos (temperaturas altas);

e Aciddfilos (baixo pH);

e Alcaldfilos (alto pH);

e Barofilos (condicGes extremas de pressao);

e Haldfilos (capacidade de resistir a alta salinidade);

o Xerdfilos (capacidade de resistir a dissecacdo).

De acordo com PRIEUR (2007), a temperatura &, provavelmente, o parametro fisico
mais importante para o desenvolvimento da vida. A temperatura é capaz de afetar os
organismos vivos das mais variadas maneiras, podendo destruir as células pela formacéo de
cristais de gelo em seu interior, quando em temperaturas negativas, até desnaturacao das

moléculas bioativas, quando em temperaturas superiores aquelas em que estas moléculas
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sdo capazes de tolerar (ROTHSCHILD & MANCINELLI, 2001; OARGA, 2009). Desta
maneira, levando em consideracdo as temperaturas nas quais 0S organismos se
desenvolvem, podemos caracterizd-los como termofilos aqueles organismos que s&o
capazes de crescer em temperaturas superiores a 80 °C (VISHNIAC, 2006), ao passo que
0s organismos considerados termotolerantes sdo aqueles capazes de crescer em
temperaturas que variam desde inferiores a 20 °C, até temperaturas proximas aos 55 °C
(MAHESHWARI et al., 2000), sendo os fungos Thermomyces lanuginosus, Thermoascus
aurantiacus e Torula thermophilai (MAHESHWARI et al., 2000) exemplos de fungos
termotolerantes conhecidos.

Por outro lado, aqueles organismos capazes de colonizar ambientes extremamente
frios sdo denominados psicrofilos (VISHNIAC, 2006). Entre os micro-organismos,
diferentes espécies de fungos psicréfilos e psicrotolerantes possuem a capacidade de
colonizar ambientes polares, uma vez que, sdo capazes de crescer entre 0 a 20 °C
(D’AMICO et al., 2002), como os organismos Cladosporium oxysporum e Penicillium
italicum (KOSTADINOVA et al., 2009), por exemplo. Os mecanismos fisioldgicos que
conferem a tolerdncia a baixas temperaturas sdo complexos (ROBINSON, 2001). Os
fungos adaptados a essas condi¢des utilizam fontes de carbono complexas como fonte de
energia, sdo capazes de sintetizar proteinas e enzimas extracelulares ativas a baixas
temperaturas, acumulam trealose dentro das células e possuem maior quantidade de &cidos
graxos insaturados na membrana lipidica (ROBINSON, 2001; ADAMS et al., 2006;
BRIZZIO et al., 2007; DE GARCIA et al., 2007; VAZ et al., 2011). Poucas espécies de
fungos filamentosos sdo capazes de sobreviver em temperaturas iguais ou superiores aos 60
°C (MAHESHWARI et al., 2000), pois a maioria dos eucariotos possuem como limite de
tolerancia temperaturas proximas aos 60 °C, limite este que se mantém para os diversos
grupos dos eucariotos, como alguns protozoarios, algas e fungos (MANGAN, 2007). Em
temperaturas elevadas, os lipideos celulares, presentes principalmente nas membranas das
células fungicas, podem se solubilizar, levando as células a perderem sua integridade
(MANGAN, 2007). O motivo por traz deste limite de temperatura imposto aos eucariotos,
guando comparados aos procariotos, frente ao limite de crescimento em altas temperaturas
ainda ndo é bem compreendido e requer mais estudos (MAHESHWARI et al, 2000;
SINGH et al., 2003).
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2.2.  Ecossistemas antarticos

As regides polares representam habitats extremos devido as caracteristicas comuns,
tais como baixas temperaturas, baixa disponibilidade de &gua e nutrientes e alta radiacéo
UV (MORGAN-KISS et al., 2006). Entre os ecossistemas polares, a Antartica compreende
um dos ambientes mais extremos da Terra (CONNELL et al., 2006), possuindo uma area
de aproximadamente 14 milhdes de Kmz2, onde apenas 2% desta area € livre de gelo (AZMI
& SEPPELT, 1997). Este continente é caracterizado por isolamento geogréafico e também
climatico, onde a maior parte do continente ainda possui pouca influéncia antropica
(BRUNATI et al., 2009).

Apesar das condicGes extremas presentes na Antartica, diferentes formas de vida
sdo encontradas, como bactérias, fungos, vegetais, invertebrados e algumas espécies de
aves e mamiferos (SHIVAJI & PRASAD, 2009). Nos ultimos anos, diferentes estudos
sobre bactérias, arqueias, microalgas, virus e fungos foram conduzidos (DEL FRATE &
CARETTA, 1990; VAN TRAPPEN et al., 2005; BECQUEVORT et al., 2009; ROSA et
al., 2009, 2010; LOQUE et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2010; GONCALVES et al., 2015;
SANTIAGO et al, 2016, BATISTA et al., 2017, FURBINO et al., 2017, GONCALVES et
al., 2017, SILVA et al., 2017), sugerindo que 0s micro-organismos compreendem a maior
parcela da biodiversidade da regi&o.

Dentre os diferentes substratos, diversos trabalhos tém focado nos solos da
Antartica, visando compreender as comunidades de micro-organismos presentes e sua
importancia na dindmica da vida local. Fungos associados a diferentes tipos de solos tém
sido estudados como fonte de produtos biotecnolégicos, como por exemplo, bioprospec¢do
de metabdlitos antimicrobianos (GODINHO et al., 2013; MELO et al. 2013;
GONCALVES et al., 2015; GOMES et al., 2018), potencial patoldgico de fungos
endémicos associados a solos ornitogénicos (rico em excremento de aves, tais como
pinguins) (SOUSA et al., 2017), diversidade e bioprospeccao de fungos associados a solos
ultra oligotréficos (com baixa disponibilidade de nutrientes), (GODINHO et al., 2015),
dentre outros. Esses estudos visam demonstrar a diversidade de fungos presentes na
Antértica, bem como a importancia destes organismos na composi¢cdo dos ambientes

terrestres antarticos e na manutencdo da vida nesse continente, desempenhando um papel
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chave na biodegradacdo de matéria orgénica e ciclagem de nutrientes neste ambiente
(SHIVAJI & PRASAD, 2009).

2.3.  llha Deception: formacao e historia

A llha Deception é composta por um vulcéo ativo situado na Peninsula Antartica e
composto por solos com temperaturas que vdo de, aproximadamente, 0 a 100 °C. Na
literatura, solos de origem vulcénica sdo descritos como aqueles com propriedades fisicas
unicas, tais como baixa densidade aparente (BROQUEN et al., 2005), alta permeabilidade e
estrutura estavel (HOYOS & COMERFORD, 2005), além de uma alta capacidade de
retencdo de agua e um alto teor de matéria organica (YUAN et al., 2000). Estas
caracteristicas facilitam a colonizagdo destes solos por plantas (BROQUEN et al., 2005),
mas também oferecem um bom substrato para micro-organismos. Solos derivados de
material vulcanico sdo caracterizados por uma pequena variedade de minerais assimilados,
constituidos principalmente por alofano, imogolita e ferridrita (VAN RANST, 2008), tendo
estes solos uma alta capacidade de retencéo de fosfato devido ao seu alto teor de elementos
como Fe e Al ativos (VAN RANST et al., 1993). Estas caracteristicas tornam solos
vulcanicos ricos e, desta forma, favorecem a sucessao ecoldgica nestes ambientes.

A llha Deception é o vulcdo mais ativo da regido da Peninsula Antartica,
localizado abaixo das Ilhas Snow e Livingston (Figura 1), datado do periodo Quaternério
(SMELLIE, 2001). E um vulcio de escudo basaltico e andesitico, com caldeira ativa de 10
km de extensdo (Port Foster) e um histérico de erup¢des ocorrendo antes e apds a
formacédo da caldeira (Figura 2). O vulcdo que deu origem a llha Deception situa-se em
uma crosta continental alargada entre a Peninsula Antartica do Norte e as Ilhas Shetland do
Sul (SMELLIE, 1990). O vulcdo é um escudo, com um diametro basal submerso de cerca
de 30 km e um cume no seu ponto mais alto, 0 Mount Pond (540 m), que se eleva a 1,5 km
do fundo do mar (SMELLIE, 1990). Ao longo da historia, a ilha passou por numerosos
processos de erupcdes vulcanicas piroclasticas, ou seja, com a liberacdo de fragmentos de
rochas solidas (HAWKES 1961, ORHEIM 1972a, 1972b, BAKER et al., 1975). Uma
erupgéo de grande volume precedeu o colapso do cume e a formacéo da caldeira inundada,
de 8 a 10 km de diametro, formando assim Port Foster. (SMELLIE, 2001).
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A llha Deception possui a forma de ferradura, com uma estreita entrada rasa com

cerca de 500 m de largura (Neptunes Bellows) no lado sudeste, que leva a Port Foster. Um

anel quase completo de colinas que se eleva a 500 metros no Mount Pond circunda o

interior afundado de Port Foster, e muitas das principais escarpas e linhas de crateras da

5 ilha possuem orientacdo no sentido nordeste ou noroeste, sugerindo um forte controle

estrutural, ou seja, uma forte orientacdo na direcdo das erupcdes e na qual os materiais

foram expelidos (SMELLIE 1989, MARTI et al., 1996, GONZALEZ-CASADO et al.,

1999). Glaciares permanentes de até 100 m de espessura cobrem aproximadamente 57% da

ilha (SMELLIE et al., 1997). Eles estdo presentes principalmente na crista do Mount Pond

10 e no Mount Kirkwood, mas incluem grande parte da regido nordeste de Kendall Terrace
(SMELLIE, 2001) (Figura 2).
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15  Figura 1. Peninsula Antartica, Localizagdo da llha Deception (Wikipédia Commons, 2018).
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2.4.  Diversidade de fungos na Antartica e sua importancia

Embora a Antartica possua uma grande variedade de condicbes extremas e seja
conhecida como um dos ambientes mais indspitos da Terra (KOSTADINOVA et al., 2009),
a presenca dos micro-organismos em diferentes ambientes é fundamental para o
funcionamento dos ecossistemas da regido (WYNN-WILLIAMS, 1996). Os ecossistemas
antarticos tém sido investigados quanto a presenga, diversidade e ecologia de diferentes
comunidades microbianas, incluindo bactérias, arqueias, microalgas e fungos (RUISI et al.,
2007). Até o momento, mais de 1.000 espécies de fungos ja foram descritas na Antartica, e
embora esse ndmero aparente possa ser bastante reduzido quando comparado a outras
regides do mundo, estas espécies, geralmente, parecem bem distribuidas em toda a regido
(BRIDGE & SPOONER, 2012).

A diversidade de fungos em ambientes antarticos € menor quando comparadas com
regides tropicais e temperadas. Esse fato deve-se, principalmente, as condi¢bes extremas da
regido. A micobiota da Antartica inclui tipicamente leveduras e fungos filamentosos
constituidos por espécies dos filos Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota,
Glomeromycota e Zygomycota, (RUISI et al., 2007). Os fungos sdo encontrados em
diferentes substratos terrestres, como o solo (GODINHO et al., 2015, SOUSA et al., 2017),
rochas (GONCALVES et al., 2017) as plantas (ROSA et al., 2009; SANTIAGO et al.,
2016), agua de lagos (GONGCALVES et al., 2012), macroalgas (GODINHO et al., 2013;
DUARTE et al., 2016; FURBINO et al, 2014, 2017) e sedimentos marinhos
(GONCALVES et al., 2017). A partir desses substratos, novas espécies de fungos tém sido
descritas, as quais sdo consideradas endémicas para este ecossistema tais como
Antarctomyces psychrotrophicus (STCHIGEL et al., 2001), Taphrina antarctica
(SELBMANN et al., 2014), Antarctomyces pellizariae (DE MENEZES et al., 2016), dentre
outros.

Devido ao isolamento geografico e as condi¢des indspitas os fungos encontrados na
Antartica podem ser fontes de moléculas bioativas com potencial aplicacdo biotecnologica
(SANTIAGO et al., 2012). A capacidade de diferentes fungos obtidos da Antartica em
produzir substancias que podem ser usados em processos biotecnoldgicos (KOGEJ et al.,
2006; DE GARCIA et al., 2007) vem sendo descritas e, desta forma, a busca de fungos

extremofilos na Antartica pode representar uma estratégia util para encontrar novas vias
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metabolicas eucariotas e, consequentemente, novos compostos bioativos (SANTIAGO et
al., 2012).

E embora diversos trabalhos referentes aos fungos presentes em solos da Antartica
tenham sido realizados nas Ultimas décadas (ROBINSON, 2001; TOSI et al., 2005;
HUGHES et al., 2006; GODINHO et al., 2015, SOUSA et al., 2017), a caracterizacdo de
fungos termofilicos presentes em regifes vulcanicas da Antértica é praticamente
inexistente. Estas regifes geotermais, consideradas como 04&sis de altas temperaturas em
ambiente predominantemente frio, podem abrigar comunidades fangicas Unicas e com

potencial para aplicacGes biotecnoldgicas ainda inexplorados.

24



10

15

3. OBJETIVO GERAL
Caracterizar a comunidade de fungos cultivaveis presente em solos da llha
Deception, Antartica, bem como avaliar o perfil fisiolégico quanto ao crescimento em

diferentes temperaturas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar e isolar fungos de amostras de solos com temperaturas de 0, 50 e 100 °C;

&

e Depositar os isolados na Colecdo de Culturas e Células da UFMG e contribuir para
preservacao e montagem de uma colecdo temaética de fungos de ambientes extremos;

e Identificar os fungos obtidos por meio de taxonomia polifasica utilizando técnicas
morfolégicas e de biologia molecular;

e Determinar a diversidade, riqueza, dominancia e similaridade das comunidades dos
fungos encontrados em relagdo aos diferentes dos solos amostrados;

e Submeter os fungos obtidos a testes fisioldgicos de crescimento em diferentes faixas de

temperatura.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Coleta das amostras

As amostras de solo foram obtidas durante a Operagdo Antartica XXXIV no verdo
antartico em dezembro de 2015. Os solos foram obtidos na regido de Fumarola Bay, da Ilha
Deception. A coleta foi realizada seguindo um gradiente de temperatura do solo de 0, 50 e
100 °C, sendo 100 °C a amostra coletada mais proxima da fumarola (62° 96' 738" S; 60°
71' 017"0) e 0 °C sendo mais préxima das geleiras (62° 58' 026" S 60° 43" 020" W)
(Figura 3). As amostras foram coletadas em duplicata, em sacos plasticos esterilizados e

armazenadas a -20 °C até 0 momento de processamento.

Deception
Island

=

Google

Dados do mapa ©2016 Google Termos  Enviar feedback 2kmi—

Figura 3. Pontos de coleta de amostras de solos vulcanicos, na regido de Fumarola Bay, llha

Deception (Google Maps, 2018,com modificacdes).

5.2.  Isolamento e cultivo de fungos

Os fungos foram isolados em quatro meios de cultura distintos: (1) YM (0,3% de
extrato de levedura, 0,3% de extrato de malte, 0,5% de peptona, 2% de glucose, 2% de agar),
(2) DG18 (0,5% de peptona, 1% de glicose, 0,1% di-hidrogeniofosfato de potassio, 0,05%
sulfato de magnesio, 0,0002% de dicloran, 2% de agar e 18% de glicerol) (Oxoid, EUA) e
DRBC (0,5% de peptona; 1% de glicose; 0,1% di-hidrogeniofosfato de potassio; 0,05% sulfato
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de magnésio; 0,0002% de dicloran; 0, 0025% de rosa de bengala e 2% de 4gar) (Oxoid, EUA) e
(4) DSMZz-188 (DSMZ Meio 188: 0,2% de NaNOs, 0,05% de MgSO,4 x 7H,0, 0,05% de
KCI, 0,001% de Fe,(SO4); X H,0, 0,014% de KH,POy4, 0,12% de K;HPO4, 0,002 % de
extrato de levedura, 1,5% de dgar) (DSMZ GmbH, Alemanha), acrescidos de 100 pg mL de
cloranfenicol (Sigma). As amostras foram processadas e entdo plaqueadas em duplicata

seguindo os procedimentos apresentados na Figura 4.

Processamento Temperatura de
das Amostras Inubacio

Exposicio a
temperatura de

& ms
Sl o [ e \ Incubacio em BOD
3| Solos a 50 e 100 °C a25el37°C
por 60 dias

Processamento
sem tratamento
térmico prévio

ol Exposicao a-70 °C
por 24 horas \
aldel37°C
Processamento por 60 dias
— sem tratamento

térmico prévio

Solo Coletado a
0,50 e 100 °C

Incubacio em BOD

— Solo a 0 °C

Figura 4. Esquema do processamento das amostras de solos vulcanicos obtidos na Ilha Deception,

Antartica.

5.2.1. Processamento das amostras sem tratamento térmico

Para as amostras de solo de 50 e 100 °C, 1 g foi solubilizado em salina 0,85% de
NaCl na concentragdo de 102 Aliquotas de 100 pL das solucdes & 107 foram plaqueadas
nos meios de cultura selecionados e as placas incubadas a 25 e 37 °C. Para o solo coletado
a 0 °C, uma amostra de 1 g foi solubilizado em salina 0,85% de NaCl na concentracéo de
10, e desta aliquota, foi realizada uma diluicdo até a concentragdo de 107 Aliquotas de
100 pL da solucdo 102 foram plaqueadas nos meios de cultura selecionados e as placas

incubadas a 10 e 37 °C. Todas as placas de Petri foram incubadas por até 60 dias.
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Transcorrido o periodo de incubacéo, as densidades das coldnias obtidas foram feitas pela
contagem de unidades formadoras de col6nia por grama de solo coletado (UFC/g). Um
morfotipo de cada placa foi purificado em meio YM. Os fungos filamentosos foram
armazenados em duplicata em agua esterilizada (CASTELLANI, 1967) e em glicerol 15%
a -80 °C. Todos os fungos obtidos foram depositados na cole¢do de micro-organismos e
Células da UFMG.

5.2.2. Processamento das amostras com tratamento térmico

Para a amostra de solo de 100 °C, 1 g solo foi submetido a temperatura de 100 °C
por 15 min. Apos o tratamento, a amostra foi solubilizada em salina 0,85% de NaCl na
concentracdo de 107 Aliquotas de 100 pL foram plaqueadas nos meios de cultura
selecionados e as placas incubadas nas temperaturas de 25 e 37 °C. Para a amostra de solo
de 50 °C, 1 g de solo foi submetido a temperatura de 50 °C por 15 min. Apds o tratamento
esta amostra foi solubilizada em salina 0,85% de NaCl na concentracéo de 10™. Aliquotas
de 100 pL foram plagueadas nos meios de cultura selecionados e as placas foram incubadas
as temperaturas de 25 e 37 °C. Para a amostra de solo de 0 °C, 1 g foi previamente
congelada a -70 °C por 24 horas e ap6s este periodo a amostra foi solubilizada em salina
0,85% de NaCl para a concentracdo de 10, Aliquotas de 100 pL desta solucdo & 10
foram plaqueadas nos meios de cultura selecionados, e as placas incubadas a temperaturas
de 10 e 37 °C;

5.3.  Identificacao dos Fungos
5.3.1. Caracterizacdo morfoldgica

As culturas dos isolados de fungos filamentosos obtidas foram fotografadas (frente e
verso) e agrupadas de acordo com as seguintes caracteristicas macromorfoldgicas: cor da
colonia (frente e verso), textura da superficie (frente e verso) e aspecto da borda.
Posteriormente os grupos formados por meio das caracteristicas citadas acima foram
submetidos a analise de perfis moleculares pela técnica de PCR microsatélite (MSP-PCR),
utilizando o oligonucleotideo sintético (GTG)s para confirmagcdo do agrupamento
morfoldgico. Os isolados com perfil de banda idénticos foram confirmados como

pertencentes a0 mesmo grupo.
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5.3.2. Extracao do DNA total
53.2.1 Extracdo por meio de maceragéo utilizando Blender

A extracdo do DNA total foi realizada de acordo com metodologia descrita por Rosa
et al. (2009), com modifica¢bes. Os fungos filamentosos foram crescidos por no maximo
20 dias em meio de cultura caldo YM, a temperatura na qual o isolado foi purificado.
Fragmentos do micélio foram retirados e colocados em tubos de 2,0 mL e acrescidos de 400
pL de tampao de lise (Tris-HCI — trishidroximetilaminometano 0,05 M, EDTA — &cido
etilenodiamino tetra-acético 0,005 M, NaCl 0,1 M e SDS —dodecil sulfato de sodio 1%) e
deixado a — 20 °C por no minimo 10 min. Em cada tubo foram adicionadas trés esferas
estéreis de ago inox (3,175 mm de didmetro) e posteriormente submetidos a trituracdo no
equipamento Bullet Blender TM 24 (Uniscience). Em seguida, foram adicionados 162 pL
de CTAB (Tris 2M, NaCl 8,2%, EDTA 2M e CTAB 0,2%), seguido de homogeneizacdo
em vortex e incubacdo por 40 min a 65 °C. Posteriormente, foram acrescentados 570 uL da
mistura cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Apds homogeneizacao, o tubo foi incubado
por 30 min em freezer. Em seguida, o contetdo foi centrifugado a 14.800 r.p.m por 10 min
e o liquido sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL e acrescentado 10%
do volume de uma solucdo de acetato de sdédio 3M. Apds homogeneizagdo por inversao, 0s
tubos foram incubados por 30 min em freezer e centrifugados a 14.800 r.p.m por 10 min. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e, em seguida, adicionado 50% do volume
de isopropanol (Merck), sendo a suspensdo gentilmente homogeneizada e incubada a
temperatura ambiente por 30-40 min. Em seguida, foram adicionados 200 pL de etanol
70% (Merck) gelado, sendo os tubos homogeneizados e submetidos a centrifugacdo a
14.800 r.p.m por 5 min. O sobrenadante foi descartado novamente por inversdo. Foi
realizada mais uma lavagem com 200 puL de etanol 70% (Merck) gelado e, por tltimo, mais
uma centrifugacéo 14.800 r.p.m por 5 min, seguido de descarte do sobrenadante. A amostra
foi entdo seca, por aproximadamente 60 min a 37 °C ou deixada overnight em temperatura
ambiente e entdo ressuspendida em 50 plL de tampdo Tris-EDTA (Tris-HCI 0,01 M e
EDTA 0,001 M) e incubada a 65 °C por 60 min para hidratacdo do DNA e armazenadas a —
20 °C ate sua utilizacdo. Todos os produtos obtidos foram quantificados em
espectrofotdbmetro a 260/280 nm (NanoDrop ND 1000 Thecnologies).
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5.3.2.2. Extracé@o por meio de maceracéo utilizando N liquido

Para aqueles isolados de fungos em que a extracdo do DNA total descrita acima ndo
foi eficiente, outra metodologia foi utilizada. Os fungos filamentosos foram crescidos por
até sete dias em caldo YM. Os micélios foram transferidos para tubos de 1,5 mL e deixados
a —20 °C até o processamento. Durante o processamento, cada micélio foi congelado
utilizando N, liquido e entdo triturado com o auxilio de um pistilo. Em seguida,
acrescentou-se 400 pL de Tampao de Lise e a extracdo foi realizada a partir dessa etapa da
mesma forma como descrito no item 1.4.2.1. O DNA obtido foi armazenado a —20 °C até
sua utilizacdo e os produtos quantificados em espectrofotémetro a 260/280 nm (NanoDrop
ND 1000 Thecnologies).

5.3.3. Reac0Oes de PCR
5.3.3.1. PCR fingerprinting

Para a PCR fingerprinting foi utilizado o iniciador (GTG)s (LIECKFELDT et
al.,1995). Para a reacio, foi utilizado 2,5 puL de tampdo 10X (Mg®* Free) (Sinapse inc.),
1uL de ANTP 0,05 mM (Invitrogen, EUA), 1,5 pL de Mg2+ 1,5 mM (Sinapse inc.), 2 pL do
iniciador (GTG)s 10 pmol™ (Invitrogen, EUA), 0,2 pL de taq DNA polimerase 1,25 U
(Sinapse inc.) e 1 a 2 pL. de DNA (de maneira que a reagdo final contenha entre 50 a 500 ng
de DNA). O volume final da reacdo foi completado com agua de injecdo, para 25 ulL. A
PCR foi realizada em um termociclador PCR Express (ThermoHybaid) nas seguintes
condicdes: desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 min, 40 ciclos de deshaturacdo a 95 °C por 45
segundos, anelamento a 50 °C por 1 min e extensdo a 72 °C por 1 min, seguidos de
extenséo final a 72 °C por 6 min.

Os produtos de amplificacdo foram resolvidos em gel de agarose (Pronadisa,
Espanha) a 1,5% em tampao TBE 0,5% (54 g de Tris Base, 27,5 g de &cido borico, 20 mL
de EDTA 0,5 M, pH 8,0) a 80 V para a obtencdo do perfil de bandas. Os géis foram
corados com uma solucdo de agente intercalante GelredTM (Biotium, EUA) a 0,2%,
visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentagéo de gel

(VilberLourmat, Franca).
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5.3.3.2. Amplificacao utilizando os iniciadores ITS1 e ITS4

Os iniciadores ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) foram utilizados para amplificagdo da regido ITS do
gene do rRNA, conforme descrito por White et al. (1990). A reacdo de PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase) foi realizada em um volume final de 50 pL contendo 5uL de tampao
de PCR 10X (Mg®* Free) (Sinapse inc.), 3 pL de Mg®* 25mM (Sinapse inc.), 2 pL de dNTP
10 mM, 1 pL de cada iniciador ITSI e ITS4 a 10 pmol™ (MWG Biotech), 0,2 uL de Taq
DNA polimerase SU (Sinapse inc.), 1 a 5 pL do DNA (de modo que a reagao contenha
entre 50 a 500 ng) ¢ 50 pL q.s.p. de agua de injecdo autoclavada. As reaces de PCR foram
realizadas utilizando o termociclador PCR Express (ThermoHybaid). O programa de
ciclagem consistira de uma desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos de
1 min de desnaturacdo a 94 °C, 1 min de anelamento a 55 °C, 1 min de extensdo a 72 °C, e
uma extensdo final por 5 min a 72 °C. Os produtos de PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1%, em tampdo TBE 0,5 X, resolvidos por
aproximadamente 30 min a 120 V. Os géis foram corados com uma solucdo de agente
intercalanteGelredTM (Biotium, EUA) a 0,2%, visualizados sob luz ultravioleta e

fotografados pelo sistema de foto-documentacdo de gel (VilberLourmat, Franca).

5.3.3.3. Amplificagdo parcial do gene da f-tubulina

Os iniciadores BT2a (GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) e BT2b
(ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC) foram utilizados para amplificagdo parcial do
gene da PB-tubulina, conforme descrito por GLASS & DONALDSON (1995). A PCR foi
realizada em um volume final de 50 pL contendo de 1,0 uL de DNA (de acordo com a
concentracdo do DNA, a qual deve estar entre 50 - 400 ng/uL), 1,0 uL de cada iniciador
BT2a e BT2b 10 pmol™ (MWG Biotech), 5,0 pL de tampdo de PCR 10X (Sinapse inc.), 3,0
uL de Mg2+ 25 mM (Sinapse inc.), 2,0 uL de dNTP 10 mM, 0,2 pL de Taq DNA
polimerase 5U (Sinapse inc.) e o volume final completado com agua de injecéo esterilizada.
As reacdes de PCR foram realizadas utilizando o termociclador Mastercycler (Eppendorf).
O programa consistiu de uma desnaturagéo inicial a 94 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos
de 1 min de desnaturacdo a 94 °C, 1 min de anelamento a 59 °C e 90 s de extensdo a 72°C e

uma extensdo final por 5 min a 72 °C. Os produtos de PCR foram analisados por
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eletroforese em gel de agarose 1%, em tampdo TBE 0,5 X (54 g de tris base, 27,5 g de
acido borico, 20 mL 20 de EDTA 0,5 M, pH 8,0), resolvidos por aproximadamente 30 min
a 110 V. As bandas foram coradas com solucao de GelRed (Biotium) e os géis visualizados
sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentacdo de gel (Vilber

Lourmat, Franga).

5.3.4. Purificagdo dos Amplicons

Os amplicons gerados pelas reacdes de PCR foram purificados utilizando etanol
absoluto ¢ EDTA. Ao produto de PCR (47 pL) foram adicionados 11,75 uLL de EDTA 125
mM e 141 pL de etanol absoluto (Merck), os tubos foram homogeneizados por inversao e
deixados a temperatura ambiente por 15 min. Apos, os tubos foram centrifugados 14.800
r.p.m durante 25 min. O sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi lavado com a
adicdo de 120 pL de etanol 70% gelado, sendo posteriormente homogeneizado por
inversdo. Apods centrifugagdo a 14.000 r.p.m por 10 min, o sobrenadante foi descartado
novamente e os tubos foram deixados abertos a temperatura ambiente para evaporacéo de
todo o excesso de etanol. Apos, foi adicionado, em cada tubo, 10 puL de agua de injecdo
esterilizada e os tubos incubado em banho-maria a 37 °C por 30 min. O produto obtido foi
dosado em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies, EUA) e armazenado a -20 °C

até o momento da reacdo de sequenciamento.

5.3.5. Reacao de sequenciamento

As reacGes de sequenciamento dos produtos obtidos ap6s a purificagdo dos
amplicons foram realizadas no Laboratério de Microbiologia Polar e Conexdes Tropicais
(LMPCT), do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, e a leitura das placas de
sequenciamento realizada no Laboratorio de Parasitologia Celular e Molecular (LPCM) da
FIOCRUZ/Instituto René Rachou, utilizando o kit Big Dye versdo 3.1 (Applied
Biosystems, EUA) em combinacdo com a plataforma de sequenciamento automatizado ABI
3730. A reagédo de sequenciamento foi realizada em microplacas de 96 pogos (Applied
Biosystems, EUA) preparada para um volume final de 10 uL, em que foram adicionados: 1
uL do iniciador (5 pmol™), 1 pL de tampdo (presente no kit de sequenciamento), 1 puL de
Big Dye, 1 uL de DNA (concentracdo do DNA deve estar entre 15 e 20 ng) e o restante de
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agua de injecdo esterilizada para completar o volume. O programa de ciclagem utilizado
consistiu de uma desnaturacdo inicial a 36 °C por 1 min, 36 ciclos de anelamento a 96 °C
por 15 s, seguido por 15 s de extensdo a 50 °C e 4 min de extensdo final a 60 °C. Para
precipitacao das reagdes de sequenciamento, 1,0 uL de EDTA 125 mM, 1,0 uL de acetato
de sodio 3M e 50 pL de etanol absoluto (Merck) gelado, foram adicionados em cada pogo
da placa de 96 pocos. A placa foi submetida a agitacdo em vértex e incubada por 15 min a
temperatura ambiente. Apos periodo de incubacdo, a placa foi centrifugada por 45 min a
4.000 r.p.m a 4 °C. O sobrenadante foi descartado por inversdo e em seguida, foram
adicionados 100 pL de etanol 70% (Merck) gelado. Entdo, a placa foi novamente
centrifugada por 15 min a 4.000 r.p.m a 4 °C e o sobrenadante descartado por inversao.
Para remocédo do excesso de etanol, a placa foi invertida sobre um papel absorvente e
submetida a um spin (pulso até a centrifuga atingir 900 r.p.m). Ap0s esta etapa, a placa foi
mantida em repouso, durante 20 min em temperatura ambiente para evaporacdo do etanol
residual. Na sequéncia, o DNA das amostras precipitado em cada poco foi entdo
ressuspendido em 10 puL. de Formamida HI DI (Applied Biosystems, EUA). A placa foi
armazenada a 4 °C, protegida da luz, até injecdo das amostras no sistema automatizado ABI
3730 (Applied Biosystems, EUA).

5.3.6. Analise computacional das sequéncias

As sequéncias de DNA obtidas dos fungos filamentosos foram comparadas com as
sequéncias de espécies tipo ou referéncia de fungos depositadas no GenBank e pertencentes
a colegdes de culturas internacionais, utilizando o programa BLASTn (Basic Local
Alignment Serch Tool — versdo 2.215 do BLAST 2.0), disponivel no portal NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/),  desenvolvido pelo  National Center For
Biothecnology. Os fungos que apresentaram sequéncias com valor de E = 0, cobertura e
identidade > 99%, bem como proximidade quando analisadas filogeneticamente utilizando
o0 programa MEGA 6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA et al., 2013),
foram considerados como pertencentes a mesma espécie. Para fungos com sequéncias com
valor de E # 0 e cobertura e identidade < 98%, foram identificados em nivel de género ou
niveis hierarquicos mais altos apds a analise filogenética. Além disso, para alguns taxons o

termo ‘cf.” (latim for confer = comparado com) foi utilizado para indicar a espécie a qual se
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assemelha, mas apresenta pequenas diferencas com a espécie referéncia. Para identificacdo
molecular foram utilizadas as sequéncias > 350 pares de bases. As arvores filogenéticas
foram construidas utilizando o algoritmo de Neighbor-joining. O modelo Maximum
composite likelihood foi usado para estimar a distancia evolucionaria. Uma andlise de
bootstrap foi feita com 1.000 repeticdes, utilizando os programas incluidos no MEGA 6.
InformagGes sobre os niveis hierarquicos utilizados na taxonomia dos fungos foram obtidos

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

(http://www.Indexfungorum.org/).

5.3.7. Diversidade e ecologia comunidade flngica

As contagens de unidades formadoras de colénia (UFC) foram usadas para célculo
das densidades (UFC/g) em cada local amostrado. Estes dados foram utilizados para
determinar a prevaléncia de cada taxon em comparagdo com o total de taxons presente nas
comunidades fangicas associadas aos solos vulcanicos de cada local coletado.

Para avaliar a diversidade de espécies foram utilizados 0s seguintes indices: (a)
Fisher-a (diversidade), (b) Margalef (riqueza) e (c¢) Simpson (dominancia). O indice de
diversidade de Fisher-a é adequado para frequéncias em que diferentes espécies ocorrem de
forma aleatéria onde, comumente algumas espécies sdo tdo raras que sua chance de
inclusdo é pequena (FISHER et al., 1943). Este indice € calculado pela formula S = a*In
(1+n/a) onde, S é o nimero de taxons presente na amostra, N € o numero de individuos e a
representa o indice de Fisher-a. O Indice de Margalef é uma medida utilizada em ecologia
para estimar a riqueza de espécies de uma comunidade com base na distribuicdo numérica
dos individuos das diferentes espécies em funcdo do nimero total de individuos existentes
na amostra analisada. Sua férmula é dada por S = (n-1)/In (N), onde n é o nimero de
taxons encontrados e N representa o nimero de individuos. Quanto mais alto o valor de S
maior a riqueza de espécies do local amostrado. O indice de Simpson é muitas vezes
utilizado para quantificar a biodiversidade de um ecossistema. Ele leva em conta 0 nimero
de espécies presentes no local, bem como a abundancia de cada espécie. Trata-se de um
indice de dominancia que mede a probabilidade de dois individuos, selecionados ao acaso
na amostra, pertencer a mesma espécie. O céalculo da Dominancia de Simpson (1-D) é dado

pela férmula D =X(n / N)2, onde n é o nimero total de organismos de uma mesma espécie
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e N o numero total de organismos de todas as espécies. O valor estimado de 1 - D pode
variar de 0 a 1, sendo que O representa 0 minimo de diversidade e 1 0 méaximo de
diversidade, com as espécies distribuidas igualmente. Sendo assim, uma comunidade de
espécies com maior diversidade terd uma menor dominancia.

Para avaliar a similaridade entre as comunidades fangicas dos locais amostrados,
utilizou-se o coeficiente de Sorensen (QS), que é representado pela formula: QS =
2C/(A+B), onde A e B representam o numero de espécies nas amostras A e B,
respectivamente, e C o numero de espécies compartilhadas pelas duas amostras. Todos 0s
resultados foram obtidos com 95% de confianca, e os valores de bootstrap foram
calculados a partir de 1000 repeticdes. Todos os indices foram calculados utilizando o
programa computacional PAST 3.18 (HAMMER et al., 2001).

5.4.  Testes fisiologicos
5.4.1. Avaliacao do perfil de crescimento em diferentes temperaturas

Todos os isolados obtidos foram cultivados em meio YM, em duplicata, em placas
de 48 pocos, nas temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 37 e 50 °C, por um periodo de até 14
dias. A avaliacdo do crescimento ocorreu ao 7° e 14° dia de experimento, a fim de
estabelecer as temperaturas minima e maxima de crescimento de cada isolado. Este ensaio
teve ainda como objetivo servir de “pré-triagem” para definir quais isolados foram capazes
de crescer a 5 e 50 °C, sendo estes isolados, entdo, selecionados para testes fisiologicos

posteriores.

5.4.2. Determinacéo da capacidade de sobrevivéncia ao congelamento

Os isolados que apresentaram crescimento a 5 °C no ensaio de gradiente de
temperatura foram submetidos ao ensaio para deteccdo da atividade de anticongelamento.
Para isso, a partir da cultura fangica crescida por 20 dias a 10 °C em agar YM, foram
retirados trés discos de 3 mm de diametro contendo micélio, sendo transferidos para quatro
tubos de 2 mL esterilizados (trés discos por tubo) contendo 1 mL de caldo YM, sendo
incubados por 7 dias a 10 °C. Como controle negativo foi utilizado o fungo mesofilo
tropical Cladosporium sphaerospermum CCT 1740, com crescimento étimo entre 10 e

35°C. Todo este procedimento foi realizado em duplicatas.
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Transcorridos o periodo de incubacéo, todos os tubos foram centrifugados por 5 min
a 14.800 r.p.m e o sobrenadante descartado. A biomassa restante, precipitada no fundo dos
tubos, foi adicionada, por duas vezes, 300 pL de salina 0,85% esterilizada. Os tubos foram
centrifugados por 7 min a 14.800 r.p.m e o sobrenadante descartado. Apds este processo, a
biomassa de cada fungo foi submetida a quatro procedimentos diferentes para avaliacdo da

atividade de anticongelamento:

Biomassa fungica + 1 mL de agua Milli-Q;
Biomassa fungica + 1 mL de salina 0,85% esterilizada;

Biomassa fungica + 1 mL de glicerol 15%;

A w0

Biomassa fungica + 1 mL de sacarose 30%.

As substancias utilizadas nas etapas 3 e 4 sdo conhecidas como crioprotetores
(ANCHORDOGUY et al., 1987; SANTARIUS, 1992; VOLK et al., 2006) e, portanto,
foram utilizadas como controle positivo. Os fungos foram submetidos a um congelamento
lento, passando por diferentes faixas de temperaturas, iniciando-se o procedimento a
temperatura de 4 °C por 24 horas, seguido de 24 horas a -20 °C e entdo armazenados em
ultrafreezer a -74 °C pelo periodo de 30 dias. Decorrido os 30 dias, os tubos com a
biomassa fingica foram submetidos a um descongelamente lento, iniciando-se a -20 °C por
24 horas, e passando a 4 °C pelo mesmo tempo onde, por fim, a biomassa dos fungos
filamentosos foi plaqueada em placas de Petri contendo meio de cultura 4gar YM e
incubadas a 10 °C. Foram considerados capazes de resistir ao congelamento aqueles
isolados que apresentaram crescimento, a partir dos procedimentos (1) e (2), até o periodo

de 20 dias ap6s 0 momento em que a biomassa fangica novamente incubada a 10 °C.

5.4.3. Avaliacéo do crescimento em altas temperaturas

Todos os isolados que apresentaram crescimento a 50 °C no ensaio de gradiente de
temperatura foram re-cultivados em triplicata, em placas de Petri 60 x 15 contendo meio de
cultura dgar YM a partir de indculos de 3 mm de didmetro. As placas foram seladas,
visando conservar a umidade interna das placas, e incubadas em estufa a 50 °C, por um

periodo de 7 dias. O crescimento micelial foi determinado, utilizando como ferramenta um
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paquimetro digital Mitutoyo Absolute (Mitutoyo Sul Americana Ltda) e a colénia foi
fotografada apos 1, 3 e 7 dias. Transcorrido cada um destes tempos, um novo repique do
miceélio crescido a 50 °C foi realizado e as placas foram incubadas a 37 °C por 7 dias,
visando avaliar a viabilidade do fungo apds exposicdo a temperatura de 50 °C. Como
controle negativo foi utilizado o fungo tropical Cladosporium sphaerospermum CCT 1740,
que tem como caracteristica ser um fungo mesofilo, com crescimento na faixa dos 10 aos
35°C.
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6. RESULTADOS
6.1.  Isolamento e cultivo dos fungos sem tratamento térmico

A partir das trés amostras de solo coletadas foram obtidos um total de 75 isolados
fangicos nos quatro meios de culturas utilizados, sendo 23 isolados obtidos a 10 °C, 10
isolados a 25 °C e 42 isolados a 37 °C. Todos 0s meios de culturas empregados propiciaram
o crescimento de fungos de forma equivalente (Tabela 1). Durante o isolamento sem a
utilizacdo de tratamento térmico prévio foram obtidos 43 isolados, a partir das temperaturas
de incubacdo de 10, 25 e 37 °C, pertencentes a oito classes distintas, representadas pelos
géneros Aspergillus, Leohumicola, Penicillium, Purpureocillium, Pseudogymnoascus e
Mortierella (Tabela 2). Da amostra de solo coletada a 100 °C e incubada nas temperaturas
de 25 e 37 °C foram obtidos trés taxons de dois géneros, dos quais Aspergillus apresentou a
maior densidade, seguido por Purpureocillium. Para a amostra de solo coletada a 50 °C
foram obtidos trés taxons, dos quais Penicillium foi o género mais abundante, seguido por
Aspergillus. Por fim, o solo coletado a 0 °C foram obtidos seis tdxons e Aspergillus e
Penicillium apresentaram as maiores densidades, seguidos por Pseudogymnoascus e
Mortierella. Com base nos resultados obtidos foi possivel verificar que o solo a 100 °C
apresentou menor numero de taxons e menores densidades. Ao contrario, as maiores

densidades foram obtidas do solo coletado a O °C.

Tabela 1. Numero de isolados fangicos obtidos a partir dos quatro meios de culturas
empregados no processamento com e sem tratamento térmico dos solos da llha Deception.

Meios de cultura

DG18 DRBC" DSMZ-188° YM* TOTAL
Com tratamento 8 7 10 7 32
Sem tratamento 10 14 9 10 43
TOTAL 18 21 19 17 75

*DG18 = Agar DG18 Dicloran Glicerol; ° DRBC = Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol
Base; © DSMZ-188 = Meio de cultura n® 188, Colecdo Alemd de Micro-organismos e Culturas
Celulares; “YM = Agar Extrato de Malte-Extrato de Levedura.
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Tabela 2. Densidade em UFC/g dos fungos obtidos nos solos com temperaturas de 0, 50 e
100 °C e incubadas sem tratamento térmico prévio.

Temperatura de Género N° de taxons  Densidade (UFC/g)

coleta (°C)

0 Aspergillus 2 >300
Leohumicola 1 100
Mortierella 1 150
Penicillium 1 >300
Pseudogymnoascus 1 150

50 Aspergillus 2 >300
Penicillium 1 >300

100 Aspergillus 2 > 300
Purporeocillium 1 100

6.2.  Isolamento e cultivo dos fungos com tratamento térmico das amostras

A partir do isolamento dos fungos ap6s tratamento térmico foram obtidos 32
isolados (Tabela 1) distribuidos em nove taxons representados pelos géneros Aspergillus,
Penicillium e Pseudogymnoascus (Tabela 3). Do solo com temperatura de 100 °C, apds
tratamento térmico de 100 °C por 15 min, foram obtidos trés taxons, representados pelos
géneros Aspergillus e Penicillium. Da amostra de solo coletada a 50 °C, apds tratamento de
50 °C por 15 min, foram isolados trés taxons do género Aspergillus. Finalmente, para a
amostra de solo obtida a 0 °C, apds tratamento térmico a -70 °C por 24 horas, foram

obtidos cinco taxons distribuidos entre os géneros Aspergillus e Pseudogymnoascus.

Tabela 3. Contagem de UFC/g, por género de fungo nas temperaturas de coleta e 0, 50 e
100 °C, em amostras de solo processadas e incubadas ap6s sofrerem tratamento térmico
prévio.

Temperatura de Género N° de taxons Contagem (UFC/q)

coleta (° C)

0 Aspergillus 4 >300
Pseudogymnoascus 1 17

50 Aspergillus 3 10

100 Aspergillus 2 10
Penicillium 1 10
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6.3.  Identificacdo dos fungos

Setenta e cinco fungos foram obtidos no total e submetidos & identificacdo
polifasica, os quais fazem parte dos filos Ascomycota (Eurotiomycetes, Leotiomycetes e
Sordariomycetes) e Zygomycota (Mortierellomycetes) (Tabela 4, Figuras 5 e 6). Os
géneros Aspergillus e Penicillium apresentaram as maiores densidades. Os taxons
Aspergillus sp. 2, Aspergillus sp. 3 e Penicillium sp. 2 foram os mais abundantes na
amostra de solo a 0 °C. Os taxons Aspergillus cf. ochraceus, A. sydowii, Aspergillus sp. 3,
Leohumicola sp., Pseudogymnoascus cf. destructans e Mortierella parvispora foram
identificados exclusivamente no solo a 0 °C. Para a amostra de solo a 50 °C Penicillium sp.
foi 0 que apresentou maior densidade, acompanhado por Aspergillus calidoustus. Para a
amostra de solo a 100 °C, o género Aspergillus foi o mais abundante e o principal
representante foi Aspergillus cf. ruber, além das espécies A. calidoustus e A. lacticoffeatus.
Purporeocillium sodanum foi obtido exclusivamente nesta amostra de solo a 100 °C, mas

em baixa densidade.
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Tabela 4. Identificagdo dos fungos presentes nos solos com temperaturas de 0, 50 e 100 °C presentes em Fumarole bay, Ilha

Deception, Antartica.

Temperatura Densidade  Resultado Top BLAST [n° de acesso do Cobertura Identidade o delpb Espécie ou grupo taxonémico
UFMGCB? sequenciados §
do solo (°C) (UFCJg) GenBank] (%) (%) ] proposto
e analisados
100 14234 >300 Aspergillus pseudodeflectus (NR135372)" 98 99 450 Aspergillus calidoustus
Aspergillus calidoustus (F1624456)° 100 100 414
14222 >300 Aspergillus ruber (NR131286)" 98 100 395 Aspergillus cf. ruber
14236 10 Aspergillus welwitschiae (NR137513)" 100 100 504 Aspergillus lacticoffeatus
Aspergillus lacticoffeatus (AY819998)° 100 99 397
14238 10 Penicillium citrinum (NR121224)" 98 100 432 Penicillium citrinun
Penicillium citrinun (GU944545)° 99 99 425
14228 100 Purpureocillium sodanum (KX668542) 100 100 436 Purpureocillium sodanum
50 14241 10 Aspergillus insuetus (NR131292)° 99 99 450 Aspergillus insuetus
Aspergillus insuetus (EF652281)° 97 99 406
14252 >300 Aspergillus pseudodeflectus (NR135372)" 99 99 440 Aspergillus calidoustus
Aspergillus calidoustus (FJ624456)° 100 100 426
14249 >300 Penicillium citrinum (NR121224)" 98 100 400 Penicillium sp. 1
14248 55 Aspergillus welwitschiae (NR137513)" 100 100 511 Aspergillus sp. 1
Aspergillus lacticoffeatus (AY819998)° 100 99 398
0 14288 20 Aspergillu/s ochraceus (NR077150)° 99 100 439 Aspergillus cf. ochraceus
Aspergillus ochraceus (EF661322)° 100 100 371
14287 >300 Aspergillus pseudodeflectus (NR135372)" 95 99 418 Aspergillus sp. 2
Aspergillus sydowii (EF428373)° 93 100 379
14296 73 Aspergillus sydowii (NR131259)" 98 100 447 Aspergillus sydowii

41



14289

14281
14295
14265

14258
14264

>300

>300
180
106

100
150

Aspergillus sydowii (EF428373)°
Aspergillus versicolor (KU729039)"
Aspergillus sydowii (EF428373)°
Penicillium citrinum (NR121224)"
Aspergillus welwitschiae (NR137513)"
Geomyces destructans (EU884921)"

Leohumicola minima (NR121307)°
Mortierella parvispora (JX976076)"

92
100
92
100
100
100

99
100

100
99
100
100
100
99

89
97

383
416
384
386
440
443

462
498

Aspergillus sp. 3

Penicillium sp. 2
Aspergillus sp. 1
Pseudogymnoascus cf.
destructans
Leohumicola sp.

Mortierella parvispora

Identificagdo conduzida utilizando sequéncias utilizando BLASTn para as regides dos dominios ITS e B-Tubulina. * UFMGCB, Cultura de Micro-
organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. Taxons sujeitos a analise filogenética baseada nas regides °ITS1-5.8S-1TS2 e em

°B-tubulina, para elucidacéo da posic&o taxondmica. “Posicéo taxondmica sugerida pelas anélises filogenéticas.
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Aspergillus glaucus NRRL 116 (AY373887)
Aspergillus pseudoglaucus NRRL 40 (NR135336)
Aspergillus tonophilusNRRL 5124 137450)
Eurotium tonophilumNRRL 5124 (EF652081)
Aspergillus cibarius KACC 46346 (NR111728)
Aspergillus niveoglaucusNRRL 127 (EF652058)
Eurotiummedium NRRL 124 (EF652056)
Eurotiumumbrosum NRRL 120 (EF652054)
Aspergillus proliferans NRRL 1908 (NR135339)
Aspergillus sloaniiCBS 138177 (NR137876)

L [ UFMGCB 14222

Aspergillusruber NRRL 52 (NR131286)
Aspergillusvadensis CBS 113365 (AY585549)
Aspergillus luchuensis KACC 46772 (NR135449)
Aspergillus neoniger CBS 115656 137505)
Aspergillus costaricaensis CBS 115574 (NR103604)
Aspergillus pulverulentus CBS 558.65 (EU821317)
Aspergillus piperis CBS 112811 (NR077191)
Aspergillus eucalypticola S3A2 (EU482439)
Aspergillus kawachii TTC2010 (AB573884)
Aspergillus tubingensis NRRL 365 (EF661190)

Aspergillus awamori SRRC 332 (AY373840)

Aspergilluswelwitschiae CBS 139.54 (NR137513)
MGCB 14236

UFMGCB 14248

UFMGCB 14295

Aspergillus lacticoffeatus CBS 101883 (EU821315)

Aspergillus brasiliensis CBS 101740 (FJ629321)

_— Aspergillus sclerotioniger CBS 115572 (NR077192)

Aspergillus carbonarius CBS 111.26 111094)

Aspergillus ostianus ATCC 16887 077151)

UFMGCB 14288

Aspergillus sesamicola CBS137324T (NR135452)

Aspergillus ochraceus NRRL 398 (NR077150)

Aspergillus melleus CBS 546.65 (NR103610)
MGCB 14296

Aspergillus sydowii CBS 593.65(NR131259)
MGCB 14289

Aspergillus subversicolorNRRL 58999 (NR135446)

L[ Aspergillusfalconensis CBS 271.91 (NR151790)
Aspergillus nidulans ATCC 10074 (NR133684)

Aspergillus hongkongensis HKU 49 (NR138262)
Aspergillus profuberus NRRL 3505 9’[{1 35353)
Aspergillus cvjetkoviciiNRRL 227 (EF652440
Aspergillus tabacinusNRRL 4791 (NR135361
Aspergillus austroafricanus NRRL 233 (NR135443)
Aspergillusversicolor ATCC 9577 (KU729039)
Aspergillus griseoaurantiacus CBS 138191 (NR135459)
Aspergillus jenseniiNRRL 58600 135444)
Aspergillus creber NRRL 58592 135442)

UFMGCB 14234

UFMGCB 14287

Asig)er illus pseudodeflectusNRRL 6135 (NR135372)
U

MGCB 14252

Aspergillus insuetusNRRL 279 (NR131292)
UIEM CB 14241

Aspergillus thesauricus CCF 4166 (NR135432)
Aspergillus keveii CBS 209.92 (NR137492)

Aspergillus asper NRRL 35910 151788)

Asgergill us he?erothal licus N'RR@?O96 (NR135368)
Aspergillus granulosus NRRL 1932 (NR135348)
Aspergillus ustus CBS 261.67 (NR131284)

Aspergillus porphyreostipitatus CBS 138203 (NR135461)
Aspergillus baeticus CCF 4226 (NR135431)

(@)

Mucor circinelloides CBS 195.68 (NR126116)°¢
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LeohumicolalevissimaDAOM 239506 (NR111326)

| Leohumicolaatra DAOM 239515 (NR111327)
Leohumicolaminima(NR121307)
LeohumicolaincrustataDAOM 239498 (NR111328)
~ Leohumicolaverrucosa (NR121306)

Leohumicolaterminalis DAOM 231145 (NR111179)
UFMGCB 14258
Neofabraeamalicorticis CBS 102863 (KR859085)

Pseudofabraea citricarpa CBS 130297 (KR859279)
Mucor circinelloides CBS 195.68 (NR126116)°6

(b)

—— Mortierella schmuckeri CBS 295.59 (JX976112)

- Mortierella camargensis CBS 221.58 (NR111577)

- Mortierella dichotoma CBS 221.359 (JX975842)

—— UFMGCB 14264

- Mortierellaparvispora CBS 311.52 (NR077185)

Mortierella cystojenkinii CBS 456.71 (JX976030)

—— Mortierella elongatula CBS 488.70 (NR111582)

—— Mortierella turficola CBS 432.76 (JX975952)

- Mortierella fimbricystis CBS 943.70 (NR152949)

(©)

Aspergillus glaucusNRRL 116 (AY373887)°C
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Penicillium tropicum CBS 112584 (NR111485)
Penicillium steckii CBS 260.55 (NR111488)
Penicillium sizovae CBS 413.69 (NR111487)
Penicillium gorlenkoanum CBS 408.69 (NR111484)
Penicillium sumatrense CBS 281.36 (NR119812)
Penicillium meleagrinumvar. viridiflavum CBS 335.59 (NR153214)
Penicillium hetheringtonii CBS 122392 (NR111482)
UFMGCB 14238

UFMGCB 14249

Penicillium citrinumNRRL 1841 (NR121224)
UFMGCB 14281

Penicillium anatolicumNRRL 5820 (NR121225)
Penicilliumroseopurpureum CBS 266.29 (NR111494)
Penicillium ovetense CBS 163.81 (KC411680)
Penicillium malacaenseNRRL 35754 (NR121344)
Mucor circinelloides CBS 195.68 (NR126116)°C

[ = e

|

(d)

Geomyces destructans 20631-21 (EU884921)
| Pseudogymnoascus verrucosus UAMH 10579 (NR111197)
L Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855 (NR111838)
UFMGCB 14265
Pseudogymnoascus appendiculatus UAMH 10509 (NR137875)

Mucor circinelloides CBS 195.68 (NR126116)°¢

~—
D
N—r

e | [ra

UFMGCB 14228
L Purpureocillium sodanumIBRC-M 30175 (KX668542)

Paecilomyces lilacinus ATCC 10114 (AB369489)
Purpureocillium lavendulum FMR 10376 (NR111433)

Mucor circinelloides CBS 195.68 (NR126116)°6

(f)

Figura 5. Andlise filogenética das sequéncias de fungos (em negrito) obtidos a partir de amostras
de solo da Ilha Deception em comparagdo com as sequéncias tipo das espécies mais proximas apos
a analise no BLASTN, depositadas na base de dados GenBank. As arvores (a — f) foram construidas
com base nas sequéncias da regido ITS por meio do pardmetro composto méaximo de Likelihood. As
sequéncias de Mucor circinelloides (NR126116) e Aspergillus glaucus (AY373887) foram
utilizadas como grupo externo (OG).
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UFMGCB 14234

UFMGCB 14252

Aspergillus calidoustus CBS121601 (FJ624456)
Aspergillus pseudodeflectus NRRL 278 (EF652280)
Aspergillus insuetus NRRL 279 (EF652281)
UFMGCB 14241

Aspergillus germanicus DTO 27D9 (FI531172)
Aspergillus keveii CBS 209.92 (EU076376)
UFMGCB 14287

UFMGCB 14289

| Aspergillus sydowii CBS593.65 (EF428373)
UFMGCB 14296

UFMGCB 14248

UFMGCB 14236

Aspergillus lacticoffeatus CBS 101883 (AY819998)
Aspergillus niger ATCC 1015 (KU897004)
Aspergillus awamori CBS 557.65 (GU296693)
Aspergillus ochraceus NRRL 419 (EU021662)
UFMGCB 14288

Rhizopus stolonifer (L47267)°%

(a)

—— UFMGCB 14238

Penicillium citrinum CBS 139.45 (GU944545)
Penicillium hetheringtonii CBS 122392 (GU944538)
Penicillium sizovae CBS 413.69 (GU944535)
Penicillium tropicum CBS 112584 (GU944532)
Penicillium tropicoides CBS 122436 (GU944530)
Penicillium steckii CBS 260.55 (GU944522)
Penicillium terrigenum CBS 127354 (JN606810)
Penicillium copticola CBS 127355 (JN606817)
Penicillium kapuscinskii CBS218.28 (JX140955)
Penicillium aurantiacobrunneum CBS 126228 (JN606702)
Penicillium neomiczynskii CBS 126231 (JN606705)
Mucor circinelloides (KT207682)°¢

(b)

Figura 6. Andlise filogenética das sequéncias de fungos (em negrito) obtidos a partir de amostras
de solo da Ilha Deception em comparagdo com as sequéncias tipo das espécies mais proximas apds
analise BLASTN, depositadas no banco de dados GenBank. As arvores (a — b) foram construidas
com base nos fragmentos génicos do gene da B-tubulina por meio do pardmetro composto maximo
de Likelihood. As sequéncias de Mucor circinelloides (KT207682) e Rhizopus stolonifer (L47267)
foram usadas como grupo externo (OG).
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6.4. Diversidade e ecologia da comunidade fingica

Os indices de diversidade (Fisher’s a), riqueza (Margalef’s) e dominéncia
(Simpson’s) para a comunidade total presentes nos solos amostrados sugerem baixa
diversidade, riqueza e dominéncia (Tabela 5). Entretanto, ao comparar os indices de
diversidade das diferentes assembleias entre trés solos diferentes, pode-se notar uma
variagdo na diversidade. No geral, as trés diferentes amostras apresentaram baixas
diversidades de espécie e uma dominancia que variou de moderada (solo coletado a 100
°C) a elevada (solo coletado a 50°C). Em relacdo aos perfis de similaridade de Sorensen
entre as assembleias dos trés solos amostrados, aquela presente na amostra de solo a 50 °C
foi mais similar a da do solo a 100 °C, enquanto ambas foram menos similares a

comunidade de fungos da amostra de 0 °C (Figura 7).

Tabela 5. indices de diversidade, riqueza e dominancia das assembleias presentes nos trés
solos amostrados em Fumarole bay, Ilha Deception.

Solo (° C)
0 50 100 Valor geral
Fisher’s a 0,84 0,37 0,57 1,49
Margalef’s 0,76 0,29 0,49 1,34
Simpson’s 0.33 0.03 0.26 0.63
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0°C 50 °C 100 °C
1,0 -

0.9 1

0.8

0,7 1

86

0,6 1

Similaridade

0,5

0,4 1

100

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 40

Figura 7. Dendrograma do perfil de similaridade de Sorensen entre as assembleias flngicas dos trés
solos amostrados (0, 50 e 100 °C). Os resultados foram obtidos com um intervalo de confianca de
95% e os valores de bootstrap foram calculados a partir de 1.000 repetigdes.

Em relacdo a ecologia da comunidade fungica de Fumarole Bay, foi observado que
a partir de comparacdes filogenéticas a comunidade é composta por tdxons endémicos e
cosmopolitas. As sequencias dos fungos obtidos dos trés solos antarticos foram comparadas
com sequéncias gerais das espécies mais proximas depositadas no programa Genbank
(Figura 8). Com base nesta analise foi possivel verificar que a maior parte dos isolados de
Aspergillus forma um clado com amostras ambientais, especialmente relacionadas a fungos
endofiticos. Contudo, dois isolados (UFMGCB 14234 e 14241) chamaram a atencdo, uma
vez que suas sequéncias se agruparam com sequéncias de fungos potencialmente
patogénicos obtidos em ambiente hospitalar. Aspergillus calidoustus UFMGCB 14234 esta
relacionado com A. calidoustus (HG931696) isolado como patégeno aéreo hospitalar no
Kuwait. J& Aspergillus insuetus UFMGCB 14241 agrupou com Aspergillus insuetus
(FJ878628) obtido a partir de um paciente imunocomprometido na Grécia. As espécies do

género Penicillium apresentaram maior similaridade com sequéncias obtidas de amostras
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ambientais e foram isolados como fungos marinhos e endofiticos. Por fim, Purporeocillium
sodanum UFMGCB 14228 formou um grupo externo, quando comparado com as
sequéncias gerais das espécies mais proximas depositadas no programa Genbank, o que
pode sugerir que este isolado ndo esta intimamente relacionado as espécies ambientais até

entdo descritas.

Aspergillus niger (IMG659656) — Contaminante de Alimentos em fazendas - Zimbabue
Aspergillus tubingensis (MG495096) — Endoftico de Decaisnea fargesii, China
Aspergillus welwitschiae (KT826645) — Fungo associado ao Sal Marinho, EUA
Aspergillus awamori (MG659654) — Contaminante de alimentos em fazendas, Zimbabue
Aspergillus sp. 1 UFMGCB 14248

Aspergillus lacticoffeatus UFMGCB 14236

Aspergillus niger (KX621972) — Fungo endofitico de Viola orodata, Himalaia
Aspergillus cf. ochraceus UFMGCB 14288

Aspergillus ostianus (MF034460) — Comunidade fingica de Baru Sahib, India
Aspergillus ochraceus (MF034457) — Comunidade fingica de Baru Sahib, India
Aspergillus sp. (KX611013) — Endoftico de Carvalho Persa, Ira

Aspergillus sepultus (KX610734) — Pacientes asmaticos, Tunisia

Aspergillus sp. (KX008668) — Fungo de Solo, China

Aspergillus ruber (KU060773) — Fungo associado ao Meju, Coreia do Sul

Aspergillus amsterlodami (KT232081) — Fungo endofitico de Zingiber officinale, India
Aspergillus cf. ruber UFMGCB 14222

Aspergillus rubrum (KF381082) — Fungo endofitico, India

Eurotiumsp. (KY924823) — Fungo endofitico de Achyranthes aspera, India

Uncultured fungus (KU163853) —Fungo planctonico, China

Aspergillus versicolor (MF576084) —Fungo aéreo, Teaching Hospital, Kandy, Sri Lanka
Aspergillus sydowii (KY437719) — Sedimento Marinho de mar profundo, Oceano Pacifico
Aspergillus sydowii (LN898735) — Amostra Clinica, Espanha

Aspergillus sydowii (KT826627) — Fungo associado ao Sal Marinho, EUA

Aspergillus sydowii UFMGCB 14296

Aspergillus sp. (KY994100) — Fungo endofitico de Bacopa monnieri, india

Aspergillus sp. 3 UFMGCB 14289

Aspergillus sp. (KC816018) — Endofitico de Manguezal, China

Aspergillus sp. 2 UFMGCB 14287

Aspergillus sp. (JF312217) —Raiz de Aegiceras cornilatum, China

Aspergillus ustus (HQ607794) — Fungo Mutualista de Formigas Cortadeiras, Texas (EUA)
Aspergillus calidoustus UFMGCB 14234

Aspergillus calidoustus (HG931696) — Patogeno Aéreo Hospitalar Kuwait

Aspergillus sp. Vega (EF672306) — Fungo endofitico, EUA

Aspergillus parasiticus (GQ131879) — Fungo de Solo, Italia

Aspergillus fumigatus (KU612290) —Fungo Queratinofilico de Pastagens aridas, EUA
Aspergillus insuetus UFMGCB 14241

Aspergillus insuetus (F1878628) — Pacientes imunocomprometidos, Grécia

Fungal endophyte (KT291071) —Endofitico de Lythrum salicaria, EUA

Aspergillus minutus (GQ379910) — Patégeno humano, Italia

Mucor circinelloides CBS 195.68 (NR126116)°¢

T L e sl LR

(@)
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Penicillium citrinum (LT821523)— Fungo associado a raiz de Arabis alpina, Alemanha
— Penicillium sp. (KX611014) — Endofitico de Carvalho Persa, Ira
Penicillium citrinum (KY445790)— Fungos derivados de Corais e Esponjas, Mar da China
Penicillium citrinum UFMGCB 14238
Penicillium sp. 2 UFMGCB 14281
Penicillium citrinum (MG659613) — Contaminante de Alimentos em Fazendas, Zimbabue
Penicillium citrinum (KU872798) —Endofitico de Phoenix dactylefera, EUA
Penicillium citrinum (KY457301)— Sedimento de Mar Profundo, Oceano Pacifico
Penicillium sp. 1 UFMGCB 14249
Uncultured fungus (KT758161) — Sedimentos de mar profundo. Sul da China
Mucor circinelloides CBS 195.68 (NR126116)°6

(b)
Purpureocillium sp. (KX009140) — Rizosfera de Solanum rostratum, China
Paecilomyces lilacinus (AB244777) — Fungo Degradador de PESu. Japao

Purpureocillium sp. (KY318491) — Endofitico de Sceletium tortuosum, Africa do Sul
Purpureocillium lilacinum (KX463002) — Fungo Endofitico, China
Fungal endophyte (KR080863) — Endofitico de Dioscorea zingiberensis, China

Purpureocillium sodanum UFMGCB 14228
Mucor circinelloides CBS 195.68 (NR126116)°¢

(©)

Figura 8. Andlise filogenética das sequéncias de fungos cosmopolitas (em negrito) a partir de
amostras de solo da Ilha Deception em compara¢do com as sequéncias gerais das espécies mais
proximas ap6s analise BLASTN, depositadas no banco de dados GenBank. As arvores (a — c¢) foram
construidas com base nos fragmentos génicos do gene da regido ITS por meio do parametro
composto maximo de Likelihood. A sequéncia de Mucor circinelloides (NR126116) foi utilizada
como grupo externo (OG).

6.5.  Avaliacdo do perfil de crescimento em diferentes temperaturas
6.5.1. Ensaio de gradiente de temperatura

Todos os isolados obtidos foram submetidos ao ensaio de gradiente de temperatura,
que variou de 5 a 50 °C com o objetivo de determinar as temperaturas maxima e minima
nas quais os isolados séo capazes de crescer (Tabela 6). Este ensaio permitiu classificar os
fungos em organismos mesofilos (crescimento minimo a 10 °C e maximo a 37 °C),
daqueles psicroéfilos (crescimento entre 5 e 25 °C), psicrotolerantes (crescimento até os 30
°C) e termotolerantes (capacidade de crescer a 50 °C). Além disso, este ensaio
proporcionou a selecdo dos fungos para ensaios fisioldgicos subsequentes de resisténcia ao

congelamento e altas temperaturas.
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Os 23 isolados obtidos a partir da incubacdo a 10 °C foram capazes de crescer
vigorosamente a 5 °C. Nove destes fungos apresentaram comportamento psicrofilo, com
crescimento até 25 °C; Os demais apresentaram comportamento psicrotolerante, com
crescimento até 30 °C. Dez isolados obtidos a partir da incubacdo a 25 °C apresentaram
comportamento exclusivamente mesofilo, com crescimento entre 10 e 37 °C. A 10 °C o
crescimento destes isolados se iniciou ap6s o 7° dia de experimento, enquanto a 37 °C foi
possivel observar crescimento mais lento do que a 25 °C. Os 42 isolados obtidos a partir da
incubacdo a 37 °C apresentaram comportamento majoritariamente mesofilo, com
crescimento entre os 10 e 37 °C, exceto sete isolados de Aspergillus, que apresentaram
comportamento termotolerante. Destes isolados, apenas um nédo foi capaz de crescer a 10

°C enquanto os demais apresentaram crescimento limitado.

Tabela 6. Perfil de crescimento dos fungos em diferentes temperaturas de incubacéo.

Isolados obtidos a partir de amostras de solo sem tratamento térmico

Temperaturas (°C)

Cadigo Perfil de

Taxon (UFMGCB?) crescimento 10 15 20 25 30 37 50
Leohumicola sp. 14275° Psicrofilo + o+ o+ o+

Leohumicula sp. 14279° + o+ o+ 4+

Leohumicola sp. 14258° o+ o+ o+ 4
Mortierella parvispora 14264° + o+ o+ 4+

Mortierella parvispora 14268° + o+ o+ o+ 4+
Pseudogymnoascus cf. destructans 14278° + + o+ o+

P. destructans 14261° + o+ o+ o+ o+

P. destructans 14274° o+ o+ o+ o+

P. destructans 14276° + o+ o+ o+ o+

P. destructans 14260° Psicrotolerante +  + o+ o+ o+ o+

P. destructans 14265° o+ o+ o+ ¥

P. destructans 14266° + o+ o+ o+ o+ o+

P. destructans 14269° o+ o+ o+ o+ ¥

P. destructans 14270° o+ o+ o+ o+ ¥

P. destructans 14272° + o+ o+ o+ o+ ¥

P. destructans 14273° ¥ o+ o+ o+ o+ 4

P. destructans 14277° o+ o+ o+ o+ ¥
Aspergillus cf. ruber 14222° Mesofilo + o+ 4+ o+ o+ o+
Aspergillus calidoustus 14227¢ o+ o+ o+ o+
A. calidoustus 14229° o+ o+ o+ o+ o+
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A. calidoustus 14230° o+ o+ o+ o+
A. calidoustus 142311 o+ o+ o+ o+ 4
A. calidoustus 142449 o+ o+ o+ o+ 4
A. calidoustus 14245¢ o+ o+ o+ o+ 4
A. calidoustus 14246° o+ o+ o+ o+ 4
A. calidoustus 14247¢ o+ o+ o+ o+ 4
A. calidoustus 142501 o+ o+ o+ o+ 4
A. calidoustus 14252° o+ o+ o+ o+
A. calidoustus 14253¢ o+ o+ o+ o+ 4
A. calidoutus 14224° + o+ o+ o+ o+ o+
Aspergillus sp. 2 14280° + o+ o+ o+ o+ o+
Aspergillus sp. 2 14283° + o+ o+ o+ o+ o+
Aspergillus sp. 2 14284° + o+ o+ o+ o+ o+
Aspergillus sydoii 14282° + O+ o+ o+ o+
Incertae sedis 14223°¢ + O+ o+ o+ o+ o+
Incertae sedis 14251¢ + o+ o+ o+ o+
Penicillium sp. 1 14239° + O+ o+ o+ o+ o+
Penicillium sp. 1 14240° + O+ o+ o+ o+ o+
Penicillium sp. 1 14249¢ O+ o+ o+ o+ o+
Penicillium sp. 2 14281¢ o+ o+ o+ o+ 4
Purpureocillium sodanum 14228¢ + O+ o+ o+ o+ o+
Aspergillus sp. 1 14248¢ Termotolerante o+ o+ o+ o+ o+ o+
Aspergillus sp. 1 14285° + O+ o+ o+ o+ o+
Isolados obtidos a partir de amostras de solo com tratamento térmico

P. destructans 14257° Psicrotolerante + o+ o+ o+ o+

P. destructans 14259° + o+ o+ o+ o+

P. destructans 14262° o+ o+ o+ o+

P. destructans 14263° + o+ o+ o+ o+

P. destructans 14267° o+ o+ o+ o+

P. destructans 14271° o+ o+ o+ o+

A. calidoustus 142321 Mes6filos o+ o+ o+ o+ 4+
A. calidoustus 14233¢ + o+ o+ o+ o+ o+
A. calidoustus 14234° o+ o+ o+ o+
A. calidoustus 14256¢ + o+ o+ o+ o+ o+
A. calidoutus 14226° + o+ o+ o+ o+ o+
A. calidoutus 14242° + o+ o+ o+ o+ o+
A. calidoutus 14243° + o+ o+ 4+ 4+ 4+
A. insuetus 14241° + 0+ o+ o+ o+ o+
Aspergillu cf. ochraceus 14288¢ + o+ o+ o+ O+
Aspergillus sidowii 14292¢ + o+ o+ o+ o+
Aspergillus sidowii 14296° o+ o+ o+
Aspergillus sp. 2 14287° o+ o+ o+ o+
Aspergillus sp. 2 142901 o+ o+ o+ o+
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Aspergillus sp. 2 14286° + o+ o+ o+ o+ o+
Aspergillus sp. 2 142911 o+ o+ o+ o+ 4
Aspergillus sp. 2 14293° + o+ o+ o+ o+ o+
Aspergillus sp. 3 142891 + o+ o+ o+ o+
Incertae sedis 14254° o+ o+ o+ o+
Penicillium citrinun 14225° + O+ o+ o+ o+ o+
Penicillium citrinun 142371 + o+ o+ o+ o+
Penicillium citrinun 14238¢ + o+ o+ o+ o+
Aspergillus lacticoffeatus 14235¢ Termotolerante + + + 4+ + + +
Aspergillus lacticoffeatus 14236¢ + o+ o+ o+ o+ o+ o+
Aspergillus sp. 1 14255° + o+ o+ o+ o+ o+ o+
Aspergillus sp. 1 14294° + o+ o+ o+ o+ o+ o+
Aspergillus sp. 1 14295° o+ o+ o+ o+ o+ 4+

*UFMGCB, Cultura de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais.
®|solados Obtidos em temperatura de incubacéo de 10 °C. ‘Isolados Obtidos em temperatura de
incubaco de 25 °C. “Isolados Obtidos em temperatura de incubacéo de 37 °C.

6.5.2. Determinacéo da capacidade de sobrevivéncia ao congelamento

Todos os isolados que apresentaram perfil psicrotolerante (crescimento até 30 °C)
ou psicréfilo (crescimento até 25°C) foram submetidos ao ensaio de deteccdo da
capacidade de sobrevivéncia ao congelamento a -70 °C. Vinte trés isolados foram
avaliados, dos quais 18 identificados como Pseudogymnoascus cf. destructans, dois como
Mortierella parvispora e trés do género Leohumicola. Ao fim do experimento, todos os
isolados testados, incluindo o controle negativo, se mostraram capazes de crescer em todas
as condicGes, mesmo naquelas onde foram expostos ao congelamento prolongado sem a
presenca de crioprotetores, pois retomaram o crescimento ao serem submetidos a condicao

normal de crescimento a 10 °C até 7 dias.

6.5.3. Avaliacdo do crescimento em altas temperaturas

Sete isolados capazes de crescer a 50 °C, dois Aspergillus lacticoffeatus e cinco
Aspergillus sp., foram avaliados quanto ao crescimento a 50 °C por até sete dias (Tabela
7). Os sete isolados estudados apresentaram crescimento lento a 50 °C, porém os isolados
Aspergillus sp. UFMGCB 14248 e 14285 demonstraram uma melhor tolerancia a altas
temperaturas, registrando micélios com, respectivamente, 8,60 e 7,06 mm de diametro apds
7 dias.
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Tabela 7. Avaliacdo da velocidade de crescimento dos fungos submetidos ao crescimento a
50 °C.

Taxons Cédigo UFMGCB?® Tempo (dias) Diametro do
Micélio (mm)
A. lacticoffeatus 14235 3 5,77 (0,88)
7 6,92 (0,38)
A. lacticoffeatus 14236 3 5,30 (0,31)
7 6,17 (0,32)
Aspergillus sp. 1 14248 3 4,24 (0,34)
7 8,60 (2,57)
Aspergillus sp. 1 14255 3 5,96 (0,39)
7 Sem alt.°
Aspergillus sp. 1 14285 3 4,87 (0,31)
7 7,06 (0,95)
Aspergillus sp. 1 14294 3 4,31 (0,15)
7 5,63 (0,14)
Aspergillus sp. 1 14295 3 5,90 (0,96)
7 Sem alt.°
Clasdosporium Controle Negativo® 3 3,00 (0,00)
sphaerospermum 7 Sem alt.°

® UFMGCB, Colecao de micro-organismos e células da Universidade Federal de Minas Gerais; "
5  Desvio Padréo; © Sem alteracdo; ® Controle Negativo: Clasdosporium sphaerospermum CCT 1740.
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7. DISCUSSAO
7.1.  Isolamento e cultivo dos fungos

Todos os meios de cultura utilizados para isolar os fungos apresentaram resultados
semelhantes, tanto para as amostras de solo que sofreram tratamento térmico durante o
processamento, quanto as que ndo passaram por um tratamento anterior ao isolamento. O
meio DRBC foi o mais eficiente para isolamento dos fungos sem tratamento térmico. Por
outro lado, 0 meio minimo DSMZ-188 foi mais eficiente para o isolamento a partir de
amostras com tratamento térmico, o que esta de acordo com MAHESHWARI et al. (2000),
que propuseram que 0 DSMZ-188 possui composicdo que atende as exigéncias nutricionais
de fungos termotolerantes. Considerando os diferentes nutrientes oferecidos por cada meio
de cultura utilizado, € possivel que a comunidade fangica isolada em Fumarole Bay nédo
apresente exigéncias nutricionais elevadas, sendo capaz de utilizar de diferentes substratos
para atender suas exigéncias metabolicas de crescimento.

A partir do isolamento dos fungos sem tratamento térmico foi obtida uma
comunidade variada, composta por diferentes taxons psicrofilos, psicrotolerantes, mesofilos
e termotolerantes. O género Aspergillus apresentou a maior densidade nas amostras de solo
a 0, 50 e 100 °C. Penicillium apresentou densidade elevada nos solos a 0 e 50 °C, o que
indica que as espécies obtidas ndo sejam tdo resistentes quando comparadas aquelas obtidas
de Aspergillus. Purpureocillium foi isolado exclusivamente na amostra de solo obtida a 100
°C, mas com baixa densidade.

Aspergillus compreende cerca de 260 espécies (GEISER et al., 2007, SAMSON &
VARGA, 2009). As espécies de Aspergillus estdo entre as mais abundantes ao redor do
mundo e ndo sdo seletivas em relacdo as condicdes abidticas de crescimento. Como
exemplo, possuem a capacidade de crescer em um amplo espectro de temperaturas (6-55
°C), além de serem capazes de suportar baixos valores de umidade relativa (KRIJGSHELD
etal., 2012).

Penicilium é considerado cosmopolita e encontrado em diferentes substratos
(McRAE et al., 1999). A presenca de dois taxons de Penicillium nas amostras de solo que
ndo sofreram tratamento térmico durante o processamento, assim como suas contagens
elevadas, podem estar relacionadas a sua capacidade de producédo de esporos, com grande
capacidade de disperséo (LACEY, 1996).
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O género Purpureocillium foi obtido a partir da amostra de solo a 100 °C, na
auséncia de tratamento térmico e em temperatura de incubacdo de 37 °C, sendo
representado pelo tdxon P. sodanum. Apesar disso, seu comportamento mesofilico, com
crescimento entre 10 e 37 °C, foi condizente com o que é proposto para organismos deste
género (LUANGSA-ARD et al., 2011).

A presenga dos tdxons Aspergillus e Penicillium em todas as amostras de solo, com
densidades maiores nas amostras que ndo sofreram tratamento térmico, bem como a
presenca de espécies mesofilas em solos a 50 e 100 °C sugere que os isolados obtidos neste
trabalho encontravam-se em formas de semi resisténcia de esporos. Esporos fungicos ja
foram descritos como resistentes a temperaturas elevadas (PEAY et al., 2009), tolerando a
pasteurizacdo de alimentos (PITT & HOCKING, 2009), e segundo PITT & CHRISTIAN
(1970) ascésporos de fungos filamentosos sdo mais resistentes ao calor do que

conidiosporos.

7.2.  ldentificacdo dos fungos

Apesar das condi¢cbes extremas, 0s solos vulcanicos da Ilha Deception demonstram
abrigar diferentes tdxons de fungos com capacidades de crescimento em temperaturas
variadas. Dentre os grupos apresentados, Aspergillus foi 0 género com o maior nimero de
taxons neste trabalho, contabilizando 8 diferentes tdxons, seguido por Penicillium com 3
taxons distintos. Os demais géneros foram representados por um unico taxon cada.

Espécies de Aspergillus j& foram observadas em diferentes solos da Antértica
(ARENZ et al., 2014; GODINHO et al., 2015; GERGINOVA et al., 2016; DING et al.,
2016) e sdo capazes de utilizar uma grande variedade de substratos para se desenvolver,
incluindo fezes de animais e tecidos humanos, no entanto eles sdo predominantemente
encontrados em substratos vegetais (BENNETT, 2010).

Na Antértica, espécies de Penicillium ja foram descritas em substratos, tais como
permafrost (ZUCCONI et al., 2012), solos continentais oligotroficos (GODINHO et al.,
2015), solos e rizosfera de Deschampsia antarctica (GONCALVES et al., 2015), solos
ornitogénicos (SOUSA et al., 2017), associados a macroalgas (FURBINO et al., 2017),
dentre outros. Goncgalves et al. (2015) identificaram quatro diferentes espécies de
Penicillium a partir de rochas do Continente Antartico (Penicillium cf. coffae, P.
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chrysogenum, P. tardochrysogenum e P. citrinum), sendo o género com a maior densidade
presentes neste substrato.

O género Purpureocillium foi descrito em 2011 (LUANGSA-ARD et al., 2011), a
partir da renomeacdo da espécie Paecilomyces lilacinus, um fungo cosmopolita, saprobio,
comumente isolado do solo, vegetacdo em decomposicdo, insetos, nematddeos, além de
causador de infeccdo cutdnea em pacientes imunosuprimidos e outros vertebrados
(LUANGSA-ARD et al., 2011). Fenotipicamente, Paecilomyces sensu stricto (s. Str.) (P.
variotii) pode ser diferenciado do Purpureocillium pelo seu rapido crescimento em meios
com agar (LUANGSA-ARD et al., 2011). Espécies pertencentes a Paecilomyces ”stricto
sensu” possuem elevadas temperaturas de crescimento 6tima e maxima (30-45 °C) em
comparacdo com Purpureocillium (25-33 °C). Na Antartica, representantes do género ja
foram descritas em solos (GONCALVES et al., 2015) e oceanos (GONCALVES et al.,
2017), representados pelo tdxon P. lilacinus. Até o presente momento, P. sodanum foi
descrito em apenas um trabalho, a partir de uma amostra de solo do Ird, ndo havendo mais
informacdes sobre a espécie (HYDE et al., 2016).

Leohumicola sp., Mortierella parvispora e Pseudogymnoascus cf. destructans séo
considerados psicréfilos, segundo definicdo dada por Ruisi et al. (2007). Leohumicola
descrito por Hambleton et al. (2005), e compreende as espécies L. verrucosa, L. minima, L.
terminalis e L. lenta, onde L. verrucosa a espécie tipo. Em 2008, Nguyen & Seifert
adicionaram trés novas espécies ao género (L. levissima, L. atra e L. incrustata), originarias
da Africa do Sul e Estados Unidos. As espécies de Leohumicola produzem conidios de duas
células, com uma célula terminal redonda, elipsoidal, marrom escura e lisa, e uma célula
basal em formato de copo ou cilindrica, com uma coloracéo entre hialina e marrom pélida
(CHEN et al., 2009). Varias espécies conhecidas de Leohumicola estdo associadas a
ecossistemas queimados, especialmente no cultivo comercial de mirtilo, e foram isoladas a
partir do tratamento térmico de suspensfes de solo ou de raizes esterilizadas
superficialmente, de plantas do grupo das ericaceas (NGUYEN & SEIFERT 2008). A
espécie L. minima ja foi obtida de amostras de cinzas vulcanicas no Chile (HAMBLETON
et al., 2005). Espécies do género Leohumicola ndo foram identificadas na Antartica até o
momento, o que reforca a suspeita de que o isolado UFMGCB 14258, identificado como

Leohumicola sp., represente uma espécie nova.
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Mortierella € um género que possui cerca de 85 espécies descritas, ocorrendo em
diferentes tipos de substratos (KIRK et al., 2008). Na Antértica, espécies de Mortierella ja
foram obtidas a partir de substratos diversos, tais como solos (BRIDGE e NEWSHAM,
2009), lagos (GOLCALVES et al., 2012), associado a macroalgas (GODINHO et al.,
2013), musgos (MELO et al., 2014), liquens (SANTIAGO et al., 2015) e plantas endémicas
(GONCALVES et al., 2015). Entre as espécies de Mortierella j& identificadas na Antartica,
Mortierella antarctica possui a capacidade de crescer e esporular a 0 °C, uma vez que
produz acidos graxos insaturados (acido linoleico e araquiddnico) que permitem manter o
metabolismo ativo em baixas temperaturas (ONOFRI et al., 2004).

O género Pseudogymnoascus ja foi isolado a partir de diferentes substratos na
Antartica, tais como solos (GODINHO et al., 2015; GONCALVES et al.,, 2015),
associados a macroalgas (LOQUE et al., 2010; FURBINO et al., 2014), sedimentos de
lagos (GONCALVES et al., 2015) na liquenosfera (SANTIAGO et al., 2016), como
endofiticos (GONCALVES et al., 2015), e diversos outros substratos. Espécies de
Pseudogymnoascus parecem ter a capacidade de colonizar e utilizar diferentes fontes de
carbono e sdo abundantes em ecossistemas frios (ARENZ, 2011). Embora sejam
abundantes em ambientes de temperaturas mais baixas e tenham, em grande parte, um
comportamento psicrofilo ou psicrotoletrante, a espécie P. destructans ja foi descrita como
patogénica para populacGes de morcegos em regides temperadas da América do Norte e
Europa, causando a sindrome do nariz branco (LORCH et al., 2011). Isso ocorre durante o
periodo de hibernacdo, quando o sistema imunoldgico dos morcegos diminui, reduzindo
sua temperatura corporal e tornando-os vulneraveis a infeccdo por P. destructans
(LANGWIG et al., 2015). Apesar disso, até 0 momento ndo ha nenhuma informacéo sobre

o potencial de viruléncia dos isolados de P. destructans frente aos animais da Antéartica.

7.3.  Diversidade e ecologia da comunidade flingica

O continente antartico é conhecido por ser distante e indspito, com o clima mais frio
e seco do planeta (RUISI et al., 2007). Por outro lado, a llha Deception é o vulcdo da
Peninsula Antartica com temperaturas dos solos que podem chegar a 100 °C (SMELLIE,

2001). A baixa diversidade e riqueza de fungos no solo analisado neste trabalho
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provavelmente sdo reflexos do ambiente extremo ao qual os fungos estdo expostos e as
mudancas abruptas de temperaturas em curtos periodos de tempo.

Quando comparamos os indices de diversidade obtidos neste estudo com outros
trabalhos realizados na regido, é possivel verificar que estes indices sdo semelhantes aos
apresentados nos solos oligotréficos do continente antéartico (GODINHO et al., 2015) e ao
solo da ilhas Rei George, Nelson e Robert (GOMES et al., 2018), sugerindo que a as
populacdes de fungos em solos na peninsula e no continente é baixa quando comparados a
outros substratos, tais como macroalgas (GODINHO et al., 2013) e a liquenosfera de liquen
terrestres presentes nas ilhas Deception, Elefante e Rei George (SANTIAGO et al., 2015).

Segundo ZUCCONI et al. (1996), a maioria dos fungos antarticos consiste em
ecotipos de espécies cosmopolitas que mostram um comportamento mesofilo-
psicrotolerante como adaptacdo ao clima frio antartico. Ja a presenca de espécies indigenas
é evidenciada pela observacdo de um grande nimero de isolados, ao longo do tempo,
comumente registrados na Antéartica, a partir de diferentes locais e substratos (ONOFRI et
al., 2007). Desta maneira, durante este trabalho, foi identificada uma abundancia maior de
espécies cosmopolitas, representadas majoritariamente pelo género Aspergillus, enquanto
as espécies M. parvispora e P. cf. destructans representam taxons indigenas da Antartica,
apresentando um menor nimero de isolados.

A atividade humana na Peninsula Antartica, em especial na ilha Deception,
associada a sua posicdo geogréafica e potencial influéncia do aguecimento global (COOK &
VAUGHAN, 2010) sdo fatores que tem gerado impactos ambientais consideraveis no que
se refere a biodiversidade local (CAMPOS et al., 2013). Nos altimos anos, diferentes
trabalhos tém focado no efeito e impacto de espécies invasoras na Peninsula Antartica
(FRENOT et al., 2005; KERRY & RIDDLE, 2009; TIN et al., 2009; COWAN et al., 2011;
HUGHES & CONVEY, 2012; CHOWN et al., 2012; HUGHES et al., 2015). Independente
da origem das espécies invasoras, ou a maneira como elas estdo sendo carreadas as ilhas
Antarticas, as consequéncias para as espécies nativas podem incluir o aumento ou
diminuicdo de suas populagdes, mudancas nos padrdes de distribui¢do na regido, mudancas
nos indices de diversidade e risco de extingdo (CAMPOS et al., 2013).

Dentre os taxons identificados nos solos de Fumarole Bay, Ilha Deception, dois

chamam a atencdo por terem sido descritos como isolados potencialmente patogénicos.
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Aspegillus calidoutus UFMGCB 14234 e 14252 foram obtidos com densidades elevadas
nas amostras a 100 e 50 °C, respectivamente. Aspegillus calidoutus foi caracterizado a
partir de uma série de casos clinicos em diversas partes do mundo, tendo como holétipo o
isolado CBS 121601T (677), obtido a partir de lavado de fluido brénquio-alveolar,
provocando aspergilose pulmonar invasiva em um paciente de Nijmegen, Paises Baixos
(VARGA et al., 2008). O outro td&xon que chama a atengéo é Aspegillus insuetus UFMGCB
14241, fungo pertencente ao grupo Aspergillus secdo usti. Este fungo é considerado um
fungo ambiental e foi originalmente descrito por Thom & Chuch (1926), embora ja tenha
sido relatado como espécie oportunista (HOUBRAKEN et al., 2008; ALANIO et al.,
2011). Embora néo seja a primeira vez que fungos oportunistas, capazes de crescer em
temperaturas de 37 °C, tenham sido reportados na Antartica (GONCALVES et al., 2017,
SOUSA et al., 2017), a presenca dos taxons como A. calidoustus e A. insuetus nos solos da
Ilha Deception pode significar um risco em potencial de infecgdes aos turistas da ilha e

deve ser levado em consideracao.

7.4.  Avaliacdo do perfil de crescimento em diferentes temperaturas
7.4.1. Determinacdo da capacidade de sobrevivéncia ao congelamento

Apo6s a avaliacdo do perfil de crescimento em diferentes temperaturas, os taxons
Leohumicola sp. (2 isolados), M. parvispora (3 isolados) e P. cf. destructans (18 isolados)
permaneceram viaveis apos 30 dias congelados a -70 °C, na auséncia de crioprotetores
conhecidos. Para sobreviver ao congelamento, organismos presentes no solo devem
apresentar caracteristicas fisiol6gicas, que possibilitem a preservacdo das membranas
celulares, inibindo a formacdo de cristais de gelo, tais como acglcares criopretetores e
polidis (ANCHORDOGUY et al., 1987; SANTARIUS, 1992; VOLK et al., 2006), acidos
graxos, proteinas anticongelantes ou enzimas frio-ativas (ROBINSON, 2001). Desta forma,
0S organismos acima mencionados demonstraram ser capazes de produzir pelo menos uma
destas substancias em seu metabolismo, o que os torna bons candidatos para a busca de
novas substancias anticongelantes. Tendo em vista que os organismos estudados neste
trabalho ndo sdo filogeneticamente proximos, este resultado nos permite supor que a
capacidade dos diferentes individuos em contornar o estresse criogénico sejam fruto de uma

convergéncia adaptativa (CASTOE et al., 2010) cujos diferentes organismos utilizam-se de
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vias metabdlicas e estratégias distintas para atingir um mesmo resultado (MAAYER et al.,
2014).

E importante salientar que o fungo Cladosporium sphaerospermum CCT 1740,
utilizado como controle negativo, se mostrou capaz de sobreviver ao congelamento, nédo
sendo, portanto, um isolado ideal para o fim proposto. A identificacdo e padronizacédo de
espécies fungicas que ndo suportem o congelamento se fazem necessarias, visando validar
os resultados deste experimento, bem como modificacbes no protocolo que permitam a
quantificacdo das UFCs que permaneceram viaveis em cada situacdo testada.

Téaxons pertencentes a Mortierella e Pseudogymnoascus ja foram recuperados de
solos antérticos e da peninsula antartica em outros trabalhos (BRIDGE e NEWSHAM,
2009; GODINHO et al., 2015; GONCALVES et al., 2015) bem como outros substratos
(GODINHO et al., 2013; MELO et al., 2013; SANTIAGO et al., 2015), e apresentam
caracteristicas que os permitem classifica-los como endémicos da Antartica, sendo capazes
de crescer em baixas temperaturas (RUISI et al., 2007). Embora 0 mesmo nédo se aplique
para as espécies descritas até 0 momento do género Leohumicola, os isolados obtidos na
Ilha Deception também apresentaram um comportamento psicrofilo.

Os resultados demonstram a importancia de estudos sobre espécies endémicas da
Antartica e que podem ser utilizadas na busca de metabdlitos anticongelantes (MAAYER et
al., 2014). Pesquisas futuras poderdo elucidar as vias metabolicas que estes organismos
utilizam para contornar o estresse criogénico (KANDROR et al., 2002; WILSON et al.,
2012; WU et al., 2012; CELIK et al., 2013).

7.4.2. Avaliacdo do crescimento em altas temperaturas

Dois isolados do taxon A. lacticoffeatus e cinco isolados do tdxon Aspergillus sp.
foram selecionados para a realizacdo deste ensaio, uma vez que haviam demonstrado
previamente a capacidade de crescer a 50 °C, sugerindo um comportamento termotolerante
para estes organismos (MAHESHWARI et al., 2000). A avaliagdo do crescimento em altas
temperaturas permitiu confirmar os resultados obtidos previamente, possibilitando verificar
a viabilidade dos isolados testados quando expostos em temperaturas consideradas elevadas
para 0s organismos eucariotos (MAHESHWARI et al., 2000), bem como comprovando a

existéncia de organismos termotolerantes nos solos vulcéanicos da Ilha Deception.
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A presenca de organismos termotolerantes na llha Deception é contrastante com o
que é normalmente encontrado na peninsula e no continente Antértico, uma comunidade
geralmente composta por organismos psicrotolerantes (RUISI et al., 2007). A presenca de
termotolerantes nos trés pontos de coletas sugere que a dindmica populacional dos micro-
organismos da ilha Deception € complexa, existindo a possibilidade destes organismos
participarem ativamente dos ciclos bioquimicos da ilha, utilizando-se de diferentes
substratos presentes nos solos vulcanicos e auxiliando na ciclagem da matéria organica,
possibilitando a sucessdo ecologica, quando as condicdes se mostram favoraveis
(GARRET, 1951; NARA et al., 2003, 2004). Além disso, a grande quantidade de esporos
que estes isolados produzem pode ser uma forma de permitir que eles continuem
colonizando a ilha, mesmo durante o inverno, uma vez que 0s esporos destes isolados
parecem ser capazes de sobreviver ao congelamento e retomar o crescimento, quando as

temperaturas do solo voltam a subir.
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CONCLUSOES

Os solos analisados da Ilha Deception abrigam uma comunidade de fungos adaptados
a diferentes temperaturas com predominancia de taxons cosmopolitas;

O género Aspergillus foi aquele com o maior nimero de taxons, o qual parece estar
bem adaptado aos solos vulcanicos da llha Deception e suas constantes variacoes de
temperatura;

Entre a comunidade de micro-organismos cosmopolitas presentes neste trabalho, a
presenca de organismos potencialmente patogénicos, como algumas espécies de
Aspergillus, por exemplo, chama a atengdo. Tendo em vista as condigdes adversas da
Antartica e um aumento da exploracdo humana na llha Deception, a existéncia destes
organismos pode significar um risco bioldgico aqueles que acessam a regido, sendo
algo a ser considerado por cientistas, turistas e exploradores no futuro;

Além da comunidade cosmopolita, os solos da llha Deception parecem abrigar
também uma comunidade de fungos endémicos, adaptados ao frio antértico. Estes
organismos se mostraram altamente capazes de crescer em baixas temperaturas e
suportar o congelamento por longos periodos, ocupando um nicho ecoldgico
especifico na ilha;

Entre os organismos endémicos identificados neste trabalho, a presenca de trés
isolados de uma nova espécie do género Leohumicola, obtidos a partir de um dos trés
pontos de coleta processados, demonstra a importancia da Antartica e de suas ilhas
para 0 descobrimento de novas espécies de micro-organismos, bem como para a
busca e identificacdo de organismos com potencial para futuras aplicacdes
biotecnoldgicas.

Por fim, estudos mais aprofundados sobre a ecologia dos fungos presentes na llha
Deception, bem como as varia¢des populacionais ao longo de diferentes anos poderédo
elucidar o comportamento da comunidade fungica e 0 quanto as constantes variagoes

de temperatura na regido afetam as populacGes destes micro-organismos.
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