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RESUMO

A Antartica € conhecida por suas caracteristicas ambientais extremas com baixas
temperaturas, salinidade elevada, alta exposicdo a radiacdo UV, dessecagdo, escassez de
nutrientes, variacbes de pH e ciclos de congelamento e degelo. Frente a estas condigdes
limitantes a vida, os micro-organismos representam as formas de vida dominante nesse
ambiente. Os micro-organismos residentes na Antartica sdo conhecidos como extremofilos,
pois possuem estratégias adaptativas para garantir sua sobrevivéncia frente as condicdes
extremas da regido. Entre 0s micro-organismos antéarticos, as comunidades de fungos
presentes nos lagos se destacam, pois sdo 0s responsaveis por ciclos biogeoquimicos e
mineralizacdo da matéria organica presente nesses habitats e, consequentemente, séo
potenciais produtores de enzimas ativas em baixas temperaturas de grande interesse industrial,
as quais podem ser até 10 vezes mais ativas em baixas temperaturas quando comparadas as
dos mesofilicos. Considerando a capacidade dos fungos antarticos em produzir diversas
enzimas com potencial biotecnoldgico, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar os
fungos residentes em lagos da Peninsula Antéartica e avalia-los quanto a producdo de enzimas
e biossurfactantes de interesse industrial. Os fungos foram obtidos de dois lagos antarticos, o
primeiro localizado na ponta Hennequin, na llha Rei George, utilizando iscas de barbante
submersas por dois anos e o segundo a partir de biofilmes formados no Kroner Lake, na llha
Deception. Nos substratos avaliados foram obtidos 154 isolados fangicos cultivaveis, dos
quais 89 (58%) foram respresentados por fungos filamentosos e 65 (42%) por leveduras.
Desses isolados, 94 (61%) foram obtidos das iscas de barbante coletadas na Ilha Rei George,
sendo 45 (48%) fungos filamentosos e 49 (52%) leveduras. Os outros 60 (39%) isolados
foram obtidos do biofilme coletado na Ilha Deception, sendo 44 (73%) fungos filamentosos e
16 (27%) leveduras. O filo Ascomycota foi 0 mais abundante e representado por 89 (58%)
isolados, seguido por Basidiomycota com 58 (38%) isolados e, por ultimo, Mortierellomycota
com sete (4%) isolados. Dos 94 isolados do barbante, Thelebolus globosus com 24 (26%)
isolados e Goffeauzyma sp. com 19 (20%) isolados foram o fungo filamentoso e a levedura,
respectivamente, mais abundantes. Ja com relagdo aos 60 isolados do biofilme,
Pseudogymnoascus verrucosus, com 27 (45%) isolados, foi 0 taxon mais abundante entre 0s
fungos filamentosos e Metschnikowia australis a levedura mais abundante, com cinco (8%)
isolados. Nos testes enzimaticos com os fungos cultivaveis, 133 isolados do barbante e do
biofilme foram avaliados para a producdo das enzimas celulase, protease, lipase, agarase,

carragenase, invertase, amilase, esterase, pectinase, inulinase e gelatinase. A enzima mais



comumente dectada foi protease (77%), seguida por lipase (63%); ja as menos produzidas
foram celulase (32%) e pectinase (12%). Os mesmos 133 isolados foram submetidos ao teste
de colapso da gota para a avaliacdo da producdo de biossurfactantes e todos os isolados
apresentaram resultado negativo. Com relacdo aos fungos nao cultivaveis, caracterizados nas
iscas de barbante obtidas dos lagos de ponta Hennequin da Ilha Rei George e Soto da llha
Deception, foram detectadas 258.326 leituras de DNA distribuidas em 34 amplicon sequence
variants (ASVs) pertencentes aos filos Ascomycota, Basidiomycota, Mortierellomycota,
Chytridiomycota e Rozellomycota. A maioria das ASVs (27) foi detectada no lago Hennequin
e 13 ASVs detectadas no lago Soto. Tetracladium marchalianum, Tetracladium sp.,
Rozellomycota sp., Fungal sp. 1 e Fungal sp. 2 foram os tdxons mais comuns dentro das
comunidades de fungos dos lagos. Tetracladium marchalianum (142.805) e Tetracladium sp.
(99.392) apresentaram 0s maiores numeros de leituras de DNA. Os dados obtidos nesse
trabalho contribuem para ampliar o conhecimento das comunidades fungicas presentes nos
ambientes lacustres oligotroficos da Antéartica com a presenca de taxons endémicos e
cosmopolitas adaptados ao frio, bem como possiveis espécies novas. Estes fungos residentes
nos lagos antarticos demonstraram ser potenciais fontes de diferentes enzimas, as quais
podem ter sua atividade em baixas temperaturas e, por isso, representarem grande potencial

para uso biotecnoldgico no setor industrial.
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ABSTRACT

Antarctica is known for its extreme environmental characteristics with low temperatures, high
salinity, high exposure to UV radiation, desiccation, nutrient scarcity, pH variations and
freeze-thaw cycles. Faced with these life-limiting conditions, microorganisms represent the
dominant forms of life in this environment.. The microorganisms residing in Antarctica are
known as extremophiles, as they have adaptive strategies to ensure their survival in the face of
extreme conditions in the region. Among the Antarctic microorganisms, fungal communities
present in lakes stand out, as they are responsible for biogeochemical cycles and
mineralization of organic matter present in these habitats and, consequently, are potential
producers of enzymes active at low temperatures of great industrial interest, which can be up
to 10 times more active at low temperatures compared to mesophilics. Considering the
capacity of Antarctic fungi to produce several enzymes with biotechnological potential, the
objective of the present work was to characterize the resident fungi in lakes of the Antarctic
Peninsula and evaluate them regarding the production of enzymes and biosurfactants of
industrial interest. The fungi were obtained from two Antarctic lakes, the first located at the
Hennequin Point, on King George Island, using submerged string baits for two years and the
second from biofilms formed at Kroner Lake, on Deception Island. In the evaluated
substrates, 154 cultivable fungal isolates were obtained, of which 89 (58%) were represented
by filamentous fungi and 65 (42%) by yeasts. Of these isolates, 94 (61%) were obtained from
string baits collected on King George Island, 45 (48%) of which were filamentous fungi and
49 (52%) yeasts. The other 60 (39%) isolates were obtained from the biofilm collected on
Deception Island, being 44 (73%) filamentous fungi and 16 (27%) yeasts. The phylum
Ascomycota was the most abundant and represented by 89 (58%) isolates, followed by
Basidiomycota with 58 (38%) isolates and, finally, Mortierellomycota with seven (4%)
isolates. Of the 94 isolates from string baits, Thelebolus globosus with 24 (26%) isolates and
Goffeauzyma sp. with 19 (20%) isolated were the filamentous fungus and yeast, respectively,
more abundant. Regarding the 60 isolates from the biofilm, Pseudogymnoascus verrucosus,
with 27 (45%) isolates, was the most abundant taxon among the filamentous fungi and
Metschnikowia australis the most abundant yeast, with five (8%) isolates. In enzymatic tests
with cultivable fungi, 133 isolates from string and biofilm were evaluated for the production
of cellulase, protease, lipase, agarase, carrageenase, invertase, amylase, esterase, pectinase,
inulinase and gelatinase enzymes. The most commonly detected enzyme was protease (77%),

followed by lipase (63%); the least produced were cellulase (32%) and pectinase (12%). The



same 133 isolates were submitted to the drop-collapse test to evaluate the production of
biosurfactants and all isolates were negative. Regarding the uncultivable fungi, characterized
in the string baits obtained from the lakes of Hennequin Point on King George Island and
Soto on Deception Island, 258.326 DNA reads were detected distributed in 34 amplicon
sequence variants (ASVs) belonging to the phyla Ascomycota, Basidiomycota,
Mortierellomycota, Chytridiomycota and Rozellomycota. The majority of ASVs (27) were
detected in Lake Hennequin and 13 ASVs detected in Lake Soto. Tetracladium marchlianum,
Tetracladium sp., Rozellomycota sp., Fungal sp. 1 and Fungal sp. 2 were the most common
taxa within the lake fungus communities. Tetracladium marchlianum (142.805) and
Tetracladium sp. (99.392) had the highest numbers of DNA reads. The data obtained in this
work contribute to broaden the knowledge of fungal communities present in oligotrophic
lacustrine environments in Antarctica with the presence of endemic and cosmopolitan taxa
adapted to cold, as well as possible new species. These fungi residing in Antarctic lakes
proved to be potential sources of different enzymes, which can have their activity at low
temperatures and, therefore, represent great potential for biotechnological use in the industrial

sector.

Key-words: Antarctica; enzymes; biosurfactants; fungi; diversity.
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1. INTRODUCAO

Apesar de representar um ambiente polar, a Antartica possui diferentes ecossistemas,
0s quais abrigam diferentes comunidades de seres vivos adaptados, principalmente, as baixas
temperaturas (Francelino & Schaefer, 2004). Entretanto, com o potencial efeito do
aquecimento global, a biodiversidade da regido pode sofrer alteraces significativas em sua
composigdo (Comin & Justino, 2017). Nesse contexto, os fungos, nosso alvo de estudo,
também podem ser afetados, tornando ainda mais importante a realizacdo de estudos acerca
da sua diversidade nos diferentes ecossistemas antarticos.

De acordo com Martorell et al. (2019a), os micro-organismos isolados da Antéartica
sdo uma fonte expressiva de enzimas ativas a baixas temperaturas, as quais podem ser
utilizadas em diversos processos industriais. Ainda de acordo com estes autores, em um
ambiente com escassez de nutrientes, essas enzimas contribuem de forma ativa para a
realizacdo do ciclo de nutrientes e a mineralizacdo da matéria organica pelos fungos. As
enzimas de micro-organismos psicrofilicos podem ser até 10 vezes mais ativas em
temperaturas baixas e moderadas quando comparadas as de mesofilicos e, além disso,
enzimas de organismos endémicos a ambientes frios podem ser uma fonte valiosa de
catalisadores com novas especificidades de substrato ou propriedades para se tornarem
bioprodutos de interesse industrial (Margesin & Feller, 2010). Dessa forma, considerando a
diversidade e ecologia de fungos residentes nos ambientes lacustres da Antértica e,
principalmente, seu potencial enzimatico relacionado a ciclagem de nutrientes, ainda pouco
explorado, é importante que mais estudos sejam conduzidos para detectar espécies e linhagens

de fungos antarticos produtores de enzimas com potenciais aplicaces biotecnoldgicas.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Antartica

O continente antartico alcangou sua posi¢do atual hé cerca de 45 milhdes de anos e foi
geograficamente isolado dos outros continentes desde a separacdo da Peninsula Antartica da
Ameérica do Sul ha aproximadamente 30 milhdes de anos (Bargagli, 2008). A abertura e 0
aprofundamento da passagem de Drake (canal de aguas profundas entre a América do Sul e a
Antértica Ocidental) permitiram o estabelecimento da corrente circumpolar antéartica, um
sistema de correntes oceadnicas que contribui para o isolamento térmico da Antartica dos
demais continentes (Barker & Burrell, 1977; Brasil, 2006; Bargagli, 2008; Rintoul, 2010).
Envolto pelo Oceano Antartico ou Austral e com uma superficie de aproximadamente 14
milhdes de km?, cerca de 1,6 vezes a area do Brasil, é 0 continente que circunda o Polo Sul
até o paralelo de 60° S (Bischoff, 1996; Brasil, 2006).

A Antartica é o continente mais frio do mundo, com temperatura média entre -25 °C e
-45 °C, sendo que a mais baixa ja registrada foi de -93,2 °C (Brasil, 2006; Nasa, 2013), além
de ser uma das regides mais secas do planeta, com a predominancia de ventos que podem
chegar a 327 km/h (Bischoff, 1996). Cerca de 98% do continente é permanentemente coberto
de gelo (espessura média de cerca de 2 km e espessura maxima de mais de 4 km) e, no
inverno, a superficie do gelo, do continente, dos lagos e do mar é essencialmente desprovida
de &gua disponivel no estado liquido, apresentando caracteristicas de um deserto frio, que
duram até o degelo na primavera (Wynn-Williams, 1990; Bargagli, 2008).

Os organismos gue habitam a Antartica sdo submetidos a uma variedade de condi¢cbes
ambientais extremas, como grandes variagdes de temperaturas, verdes com alta incidéncia de
radiacdo solar, invernos com longos periodos de escuriddo, salinidade elevada, dessecacao,
escassez de nutrientes, variacdo de pH e ciclos de congelamento e degelo (Brasil, 2006;
Gocheva et al., 2006; Goncalves et al., 2012). Apesar de indspito, o continente abriga
organismos como aves, mamiferos, invertebrados marinhos e terrestres, plantas e macroalgas
(EKItjnd, 1956; Clarke et al., 2004; Liliana et al., 2017). Os micro-organismos antarticos séo
representados por fungos, bactérias, virus e arqueias que apresentam destaque nos diferentes
ecossistemas da regido devido a sua elevada diversidade e capacidade adaptativa as condicGes
extremas (Russell, 2006).

A colonizagdo microbiana no tempo e no espaco é uma funcdo da emigracéo,
imigracdo, crescimento e morte, sendo que o sucesso da colonizacdo dos propagulos pode

ocorrer por meio do transporte via correntes areas, correntes marinhas ou introduzidas de
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forma antropica (por turistas ou pesquisadores) para a Antartica que, de acordo com Pearce et
al. (2009), depende dos seguintes fatores:

(1) sobrevivéncia durante os diferentes modos de transferéncia;
(2) as capacidades fisioldgicas e bioquimicas dos propagulos na deposicao;
(3) condicdes de habitat.

Ainda segundo Pearce et al. (2009), o habitat afeta 0 sucesso da colonizacao porque o
potencial e a viabilidade de um propagulo devem corresponder a um habitat favoravel para
seu assentamento, crescimento e estabelecimento, com tempo suficiente para o
estabelecimento antes que as condi¢des se tornem desfavoraveis.

A Antartica é geralmente vista como um lugar remoto e hostil e como um simbolo da
ultima grande regido selvagem ainda pouco atingida pelas atividades antrdpicas. Contudo, a
presenca humana na Antartica teve seu inicio nos anos 1900 para pesca e cacga de baleias e
focas e, durante este periodo, muitas espécies invasoras de plantas e animais foram
introduzidas em diferentes ilhas subantarticas (Bargagli, 2008). Embora o Protocolo sobre
Protecdo Ambiental para Tratado da Antartica forneca diretrizes estritas para a protecdo do
meio ambiente antartico e estabeleca obrigacdes para todas as atividades humanas no
continente e no oceano, 0 aquecimento global, o crescimento populacional e o
desenvolvimento industrial nos paises do Hemisfério Sul vém aumentando o impacto de
contaminantes antropogénicos nos ecossistemas antarticos (Bargagli, 2008; Flocco et al.,
2019; Rosa et al., 2019b).

2.2. Fungos na Antartica

O elevado namero de micro-organismos cosmopolitas encontrados nos diferentes
ambientes antarticos sugere que a Antartica recebe constantemente diferentes propagulos
microbianos de fora da regido, especialmente da América do Sul e Oceania, regides mais
préximas da Antartica (Kappen, 1993). Segundo Ruisi et al. (2007), vetores como
microparticulas suspensas nas correntes aéreas e animais sdo alguns dos responsaveis por essa
dispersdo a longa distancia. Contudo, além da grande variedade de espécies cosmopolitas,
tambem séo encontradas espécies endémicas na Antartica (Bridge & Spooner, 2012).

Segundo Ruisi et al. (2007), a maioria dos fungos encontrados na Antartica se
apresenta na forma anamorfica (estagio assexuado), o que pode implicar em ciclos de vida

concluidos em intervalo de tempo mais curto, 0 que gera menos gastos metabolicos e,
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consequentemente, economia de energia, a qual é fundamental para sobrevivéncia nas
condicBes extremas da Antartica. Apesar disso, existem excec¢Bes, como espécies do género
Thelebolus, que foram relatadas no estagio teleomorfo (sexuada) na Antartica (de Hoog et al.,
2004).

A distribuicdo de fungos na Antértica se relaciona com a distribuicdo de seus
hospedeiros, como péassaros, invertebrados e a vegetacdo (Tosi et al., 2002). Fungos ja foram
encontrados em rochas (Onofri et al., 2000), solos (Arenz et al., 2006; Godinho et al., 2015),
madeira introduzida de cabanas instaladas na regido (Arenz et al., 2006), gelo glacial e neve
(de Menezes et al., 2019b), permafrost (Zucconi et al., 2012; da Silva et al., 2020),
sedimentos marinhos (Goncalves et al., 2013; Ogaki et al., 2020a), liquens (Park et al., 2015;
Santiago et al., 2015), plantas (Rosa et al., 2009; Rosa et al., 2010; Melo et al., 2014;
Santiago et al., 2017), invertebrados (Simdes et al., 2019; Godinho et al., 2019), entre outros.
Espécies pertencentes aos filos Ascomycota, Basidiomycota, Glomeromycota, Mucoromycota,
Mortierellomycota e Chytridiomycota ja foram encontradas no continente (Bridge & Spooner,
2012; Rosa et al., 2019a).

Segundo Kappen (1993), € possivel que os micro-organismos antarticos apresentem
uma combinacdo de mecanismos fisioldgicos capazes de aumentar sua sobrevivéncia frente as
condicBes extremas do ambiente, sugerindo capacidades adaptativas pré-existentes e que
foram selecionados positivamente ao longo dos anos. Como exemplos desses mecanismos, ja
foram reportadas a producdo de substancias anticongelantes, capacidade de sobreviver a
desidratacdo, alta tolerancia ao frio e ao congelamento, tolerancia a andxia, alteracdo da
composicdo lipidica da membrana, producdo de pigmentos fotoprotetores e de enzimas
adaptadas ao frio e presenca de exopolissacarideos capazes de evitar o congelamento celular
(Robinson, 2001; Duarte et al., 2018).

2.3.  Comunidade de fungos presentes em lagos da Antartica

De acordo com Ellis-Evans (1996), os lagos da Peninsula Antartica Sdo rasos,
transparentes, recebem elevada incidéncia de luz e de radiago ultravioleta, livres de gelo por
apenas algumas semanas a cada ano, frios e apresentam baixa disponibilidade de nutrientes;
todas essas caracteristicas representam fatores limitantes a microbiota residente. A maioria
dos lagos na superficie terrestre do continente antartico é formada quando o gelo recua e por
depressOes expostas no terreno, que podem ser formadas pela erosdo glacial ou devido a

dobras e depressdes na topografia geoldgica (Hodgson, 2012).
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Uma vez que os fungos sdo grandes decompositores, o principal papel funcional
desses organismos nos ecossistemas de agua continental é a quebra e a mineralizacdo de
matéria organica (Kuehn, 2016). Diversos autores ja isolaram fungos presentes em diferentes
lagos na Antartica, como na llha Deception (Stanley & Rose, 1967; Vaz et al., 2011,
Gongcalves et al., 2012), llha Rei George (Vaz et al., 2011; Gongalves et al., 2012, 2015), llha
Signy (Willoughby, 1971; Ellis-Evans, 1985; Mclnnes, 2003), Vales Secos do McMurdo
(Goto et al., 1969; Knox & Paterson, 1973; Waguri et al., 1975; Kriss et al.,1976; Waguri,
1976; Nagashima et al., 1990; Baublis et al., 1991; de Hoog et al., 2004; Brunati et al., 2009;
Rojas-Jimenez et al., 2017; Connell et al., 2018), Colinas Vestfold (de Hoog et al., 2004;
Brunati et al., 2009), Colinas Larsemann (de Hoog et al., 2004; Brunati et al., 2009),
Skarvsnes (Tsuji et al., 2013a) e Estagao Vostok (D’Elia et al., 2009; Rogers et al., 2013).
Gongcalves et al. (2012) isolaram 128 fungos de agua de lagos nas llhas Rei George e
Deception e 0s géneros mais frequentes foram Pseudogymnoascus, Antarctomyces,
Mortierella, Cladosporium, Penicillium, Phoma e Thelebolus.

De acordo com Ogaki et al. (2019a, 2020b), as comunidades fungicas dos lagos
podem ter uma grande importancia ecoldgica na Antartica, desempenhando papel importante
na decomposi¢cdo primaria de materiais organicos, participando ativamente na ciclagem de
nutrientes essenciais para o equilibrio dos micro e macronutrientes nos sistemas lacustres,
contribuindo para demonstrar os efeitos das mudancas climéaticas globais e pela sua

capacidade de produzir bioprodutos para novas aplicacdes biotecnoldgicas.

2.4. Enzimas produzidas por micro-organismos de ambientes frios e suas aplicactes

biotecnologicas

Enzimas s&o proteinas globulares complexas encontradas nas células dos seres vivos,
as quais agem como bio-catalisadores que facilitam as reacGes metabolicas no corpo de um
organismo (Kulshrestha et al., 2013). Elas eram conhecidas pela humanidade desde o final do
século XVII, onde se pensava que a digestdo de carne em humanos ocorria usando secre¢oes
estomacais, e foram denominas em 1878 por Wilhelm Kinhe como referéncia a palavra grega
“enzumas”, que se refere a fermentagao do pao por leveduras (Kulshrestha et al., 2013; Sayali
etal., 2013).

As enzimas participam de uma reagdo sem serem consumidas na mesma, atingindo
uma alta taxa de formacdo de produto e, devido a sua natureza especifica, elas podem

diferenciar produtos quimicos com estruturas semelhantes e catalisar reagdes em uma ampla
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faixa de temperaturas (0-110 °C); em aplicacOes industriais, essas qualidades com uma
enzima ndo toxica e biodegradavel podem resultar em produtos de alta qualidade e
quantidade, menos subprodutos e procedimentos mais simples de purificacdo (Kulshrestha et
al., 2013).

Em geral, as enzimas biologicamente ativas podem ser obtidas de plantas, animais e
micro-organismos; contudo, as enzimas microbianas tém sido geralmente mais estudadas por
seu isolamento mais facil em grandes quantidades, producdo de baixo custo em pouco tempo,
estabilidade em varias condigcdes extremas, grande variedade de atividades cataliticas
disponiveis, maiores rendimentos, possivel facilidade de manipulacdo genética, fornecimento
regular e réapido crescimento dos micro-organismos nos meios econdémicos, producdo
relativamente mais conveniente e segura, e seus compostos sao também mais controlaveis e
menos prejudiciais (Kasana & Gulati, 2011; Gopinath et al., 2017). Além disso, por serem
secretadas no meio externo, elas sdo mais confiaveis em processos e aplica¢des industriais
(Gopinath et al., 2017).

Os genomas fangicos parecem ser uma fonte quase inesgotavel para a descoberta de
novas enzimas quando se considera quantas enzimas ja foram encontradas, descritas e
utilizadas, uma vez que abrangem apenas uma pequena parte do reino fungico (Lange et al.,
2020). Entre um grande nimero de micro-organismos ndo patogénicos capazes de produzir
enzimas Uteis, os fungos filamentosos sdo particularmente interessantes devido ao seu facil
cultivo e alta producédo de enzimas extracelulares de grande potencial industrial (Guimaraes et
al., 2006). Embora algumas espécies individuais de fungos sejam capazes de produzir muitas
enzimas diferentes, comunidades que compreendem diferentes fungos geralmente contribuem
coletivamente para a decomposicao de substratos fisicos e quimicamente complexos, como
folhas, troncos e frutos (Kjeller & Struwe, 1980; Kjgller & Struwe, 2002). As enzimas
extracelulares degradativas mais importantes produzidas pelos fungos sdo as proteases,
amilases, pectinases, celulases, ligninases e xilanases, embora enzimas como quitinases,
cutinases, fitases e fosfatases também desempenhem um papel (Kjgller & Struwe, 2002).

Alguns géneros fungicos sdo conhecidos por apresentarem 6tima producéo enzimatica,
como por exemplo, Phoma, Cladosporium, Cylindrocarpon, Verticillium, Mortierella,
Aureobasidium, Epicoccum, Acremonium, Trichoderma, Aspergillus e Penicillium (de Vries
& Visser, 2001; Kjgller & Struwe, 2002). Alguns taxons de fungos com origem em ambientes

frios e produtores de enzimas estdo representados na Tabela 1.



Tabela 1. Fungos de ambientes frios e sua producao enzimatica.
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Enzimas

Espécies fungicas

Referéncias

Celulase

Cryptococcus gastricus, Holtermanniella wattica, Leuconeurospora sp.,
Mrakia blollopis, Mrakia gelida, Mrakia psychrophila, Mrakia robertii,
Aureobasidium pullulans, Mortierella sp., Pseudogymnoascus
pannorum, Mrakia frigida, Antarctomyces sp., Trichocladium sp.,
Penicillium sp., Microdochium sp., Penicillium citrinum, Penicillium
frequentans, Penicillium rugulosum, Phialophora sp., Pithomyces

chartarum e Leucosporidiella fragaria

Gawas-Sakhalkar & Singh (2011),
Carrasco et al. (2012) e Krishnan et al.
(2011)

Protease

Cryptococcus sp., Leuconeurospora sp., Mrakia gelida, Sporidiobolus
salmonicolor, Wickerhamomyces anomalus, Aureobasidium sp.,
Pseudogymnoascus pannorum, Mortierella alpine, Mrakia frigida,
Thelebolus sp., Trichocladium sp., Penicillium sp., Botrytis verrucosa,
Aureobasidium pullulans, Penicillium citrinum e Penicillium rugulosum

Gawas-Sakhalkar & Singh (2011),
Krishnan et al. (2011) e Carrasco et al.
(2012)

Lipase

Cryptococcus gilvescens, Leucosporidiella fragaria, Leucosporidiella
creatinivora, Mrakia gélida, Mrakia robertii, Metschnikowia sp.,
Rhodotorula glacialis, Cystobasidium laryngis, Geomyces sp.,
Leucosporidium scottii, Mrakia blollopis, Penicillium expansum e

Penicillium allii

Bradner et al. (2003), Carrasco et al.
(2012), Florczak et al. (2013),
Mohammed et al. (2013), Tsuji et al.
(2013b) e Duarte et al. (2015)

Agarase

Penicillium chrysogenum, Beauveria bassiana, Cladosporium sp.,
Pseudogymnoascus sp. e Doratomyces sp.

Furbino et al. (2018)

Carragenase

Penicillium chrysogenum, Beauveria bassiana, Cladosporium sp.,
Pseudogymnoascus sp. e Doratomyces sp.

Furbino et al. (2018)

Invertase

Glaciozyma antarctica, Vishniacozyma victoriae, Cryptococcus
gilvescens, Hyphozyma sp., Mrakia gélida, Leucosporidium sp.,
Kriegeria sp., Cystobasidium sp., Sporobolomyces roseus, Rhodotorula
mucilaginosa, Fellozyma sp., Sporidiobolus metaroseus e Sporidiobolus

salmonicolor

Turkiewicz et al. (2005), Barahona et al.

(2016) e Troncoso et al. (2017)

Amilase

Cryptococcus gastricus, Holtermanniella wattica, Leuconeurospora sp.,
Mrakia blollopis, Mrakia gelida, Mrakia robertii, Rhodotorula glacialis,
Aureobasidium sp., Pseudogymnoascus pannorum, Trichocladium sp.,

Gawas-Sakhalkar & Singh (2011),
Krishnan et al. (2011) e Carrasco et al.
(2012)
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Penicillium citrinum e Pithomyces chartarum

Esterase Glaciozyma Antarctica, Leucosporidiella creatinivora, Leucosporidiella Gawas-Sakhalkar & Singh (2011),
fragaria, Mrakia blollopis, Mrakia psychrophila, Rhodotorula glacialis, Carrasco et al. (2012), Martorell et al.
Hyphozyma sp., Leucosporidium sp., Cystobasidium larynges, (2017) e Troncoso et al. (2017)
Sporobolomyces roseus, Vishniacozyma victoriae, Holtermanniella sp.,
Botrytis verrucosa, Cladosporium cladosporioides, Fusarium
oxysporum, Pseudogymnoascus pannorum, Microdochium sp.,
Penicillium citrinum, Penicillium frequentans e Phialophora sp.

Pectinase Dioszegia fristingensis, Leucosporidiella fragaria, Mrakia Alimardani-Theuil et al. (2011), Gawas-
psychrophila, Mrakia robertii, Metschnikowia sp., Rhodotorula Sakhalkar & Singh (2011), Carrasco et
glacialis, Cystobasidium laryngis, Cryptococcus gilvescens, Mrakia al. (2012), Troncoso et al. (2017) e
gélida, Leucosporidium sp., Kriegeria sp., Fellozyma sp., Geomyces sp., Poveda et al. (2018)
Pseudogymnoascus sp., Cladosporium sp., Acremonium sp., Penicillium
polonicum, Cryptococcus cylindricus, Cystofiliobasidium lari-marini,
Cystofiliobasidium capitatum, Rhodotorula psychrophenolica, Mrakia
frigida, Aureobasidium pullulans e Mortierella simplex

Inulinase Candida glaebosa, Candida davisiana, Cryptococcus gastricus, Martinez et al. (2016)
Cryptococcus tephrensis, Vishniacozyma victoriae, Guehomyces
pullulans, Leucosporidiella fragaria e Metschnikowia australis

Gelatinase Trichosporon pullulans, Pseudogymnoascus pannorum, Mrakia gelida, Loperena et al. (2012), Barahona et al.

Kriegeria sp., Cystobasidium laryngis, Sporobolomyces roseus,
Rhodotorula mucilaginosa, Fellozyma sp., Cryptococcus sp. e
Sporidiobolus salmonicolor

(2016) e Troncoso et al. (2017)
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Considerando que mais de 80% da Terra € permanente ou periodicamente exposta a
temperaturas abaixo de 5 °C (mares profundos, desertos frios e habitats glaciais) e que cerca de
10% da sua superficie é representada por habitats glaciais, 0s micro-organismos possuem
estratégias de adaptacdo para superar a influéncia direta e indireta do risco de vida em baixas
temperaturas (Cavicchioli & Tortsen, 2000; Margesin et al., 2007a; Margesin et al., 2007b;
Margesin & Miteva, 2011; Buzzini et al., 2012). Os micro-organismos que colonizaram 0s
ambientes frios sdo referidos como psicrofilos e, por isso, considerados extremofilos, pois s@o
adaptados ndo apenas a temperaturas baixas, mas frequentemente também a outras restricdes
ambientais como forte radiacdo UV e baixa disponibilidade de agua e de nutrientes, sendo sua
temperatura 6tima de sobrevivéncia e reproducdo 15 °C e maxima de 20 °C (Feller & Gerday, 2003;
Ibrar et al., 2020).

Os ambientes psicréfilos, com alta radiacio UV e ciclos de congelamento e
descongelamento, tém efeito direto na integridade estrutural e no genoma de fungos, 0s quais tém
mecanismo especifico para sobreviver nesses ambientes (lbrar et al., 2020). A sintese de enzimas
psicrofilicas € uma das estratégias de adaptacdo mais investigadas a baixas temperaturas; e o
aumento de sua atividade a baixas temperaturas € baseado em sua flexibilidade estrutural
aprimorada, incluindo uma possivel modificacdo do sitio ativo (Gerday et al., 1997; Feller &
Gerday, 2003; Buzzini et al., 2012). O metabolismo enzimatico dos psicrofilicos apresenta
caracteristicas marcantes, uma vez que lidam com um ambiente severo (Martorell et al., 2019a), o
gue os torna extremamente relevantes no ramo cientifico e em processos industriais (Cavicchioli et
al., 2011). Com relacéo a este ultimo, as vantagens mais notaveis dessas enzimas sdo a reducdo nos
custos de energia durante sua producdo tecnoldgica (ndo exigiria 0 aquecimento caro dos reatores)
por apresentarem atividades cataliticas mais altas e adaptacdes estruturais que garantem uma
estrutura mais flexivel do que as encontradas em mesofilicos e termofilicos (Siddiqui &
Cavicchioli, 2006; Javed & Qazi, 2016). Segundo Sarmiento et al. (2015), as seguintes
caracteristicas sdo importantes adaptacfes para manter alta flexibilidade enzimatica e atividade a
baixas temperaturas:

e Diminuicédo da hidrofobicidade do nucleo;

e Aumento da hidrofobicidade da superficie;

e Mudangas nas composic¢des de aminoacidos;

e InteracGes mais fracas entre proteinas;

e Diminuicdo das estruturas secundérias e oligomerizacdo (complexos proteicos formados a

partir da ligagcdo de duas ou mais cadeias peptidicas).



26

As enzimas ativas a baixas temperaturas podem ser utilizadas na industria de alimentos
como, por exemplo, na reducdo da lactose, melhor extragéo do suco da fruta, amaciamento da carne,
fermentacdo, producdo de cerveja e vinho, fabricacdo de queijos (Gerday et al., 2000; Hoyoux et
al., 2001; Javed & Qazi, 2016), industria téxtil para o biopolimento de tecidos e lavagem de jeans
(Gerday et al., 2000), producdo de detergentes (Javed & Qazi, 2016), industria de papel (Javed &
Qazi, 2016), industria farmacéutica (Novak et al., 2013), aplicacdo ambiental em biorremediacao

(Margesin, 2007) e producdo de cosméticos (Javed & Qazi, 2016), entre outros.

2.4.1. Celulases

A celulose é o recurso biologico natural renovavel mais abundante produzido na biosfera
(Zhang et al., 2006). Em ambientes naturais, sua degradacdo é realizada principalmente por
celulases produzidas por diversas bactérias e fungos (Singh & Hayashi, 1995; Gaudin et al., 2000;
Garsoux et al., 2004; Grant et al., 2004; Kasana & Gulati, 2011). As celulases (EC 3.2.1.4) sao
enzimas hidroliticas que catalisam a hidrdlise total da celulose em acgucares e sdo produzidas por
varios grupos de micro-organismos; no entanto, os psicrofilicos sdo os candidatos ideiais para a
producdo de enzimas ativas a baixas temperaturas e estaveis em condi¢des alcalinas, na presenca de
oxidantes e detergentes, que sdo muito procurados como aditivos na indastria téxtil (Kasana &
Gulati, 2011). Além disso, as celulases sdo utilizadas nas industrias de papel; de alimentos; na
agricultura e na fermentacgéo (Kirk et al., 2002; Cherry & Fidantsef, 2003; Kuhad et al., 2011).

Os fungos sdo responsaveis por 80% da quebra de celulose na Terra, sendo os mais
eficientes representados por espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium, Chaetomium,
Trichoderma, Fusarium, Stachybotrys, Cladosporium, Alternaria, Acremonium, Ceratocystis,
Myrothecium, Humicola, entre outros (Wood et al., 1985; Mehrotra & Aneja, 1990; Moore-
Landecker et al., 1996; Sajith et al., 2016). A maioria das celulases comerciais é produzida por
espécies dos géneros Trichoderma, Aspergillus, Penicillium e Sclerotium (Cherry & Fidantsef,
2003; Zhang et al., 2006; Sajith et al., 2016).

2.4.2. Proteases

As proteases (EC 3.4.x.x) sdo enzimas que conduzem a proteélise, ou seja, iniciam o
catabolismo da proteina por hidrolise das ligagdes peptidicas que ligam aminoacidos na cadeia
polipeptidica que forma a proteina (Sawant & Nagendran, 2014). Elas catalisam a hidrolise de
proteinas em peptideos e aminoacidos menores para posterior absor¢do nas células, constituindo

uma etapa muito importante no metabolismo do nitrogénio (Saboti¢ & Kos, 2012). S0 as principais
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enzimas produzidas a partir de fontes microbianas (Pant et al., 2015) e representam cerca de 60%
do total de vendas de enzimas no mundo (Zambare et al., 2011).

Essas enzimas sdo utilizadas nas industrias de detergentes, do couro, de alimentos,
farmacéutica, no bioprocessamento de filmes de raio-X usados para recuperacdo de prata, no
gerenciamento de residuos de industrias de processamento de alimentos, na pesquisa basica
(sequenciamento de proteinas) e na medicina associadas ao desenvolvimento de agentes
antineoplasicos, anti-inflamatorios, antimicrobianos e dissolventes de coagulos (Rao et al., 1998;
Kumar & Takagi, 1999; Saboti¢ & Kos, 2012; Srilakshmi et al., 2015).

Os fungos tém sido amplamente utilizados para a producdo de proteases e as espéecies que
mais se destacam pertencem aos géneros Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Mucor, Humicola,
Thermoascus, Thermomyces, entre outros (Souza et al., 2015). Varios fungos de mar profundo séo
capazes de produzir protease psicrofilica, incluindo Aspergillus terreus, Beauveria brigniartii e

Acremonium butyri (Srilakshmi et al., 2015).

2.4.3. Gelatinases

As gelatinases (EC 3.4.24.x) fazem parte do diverso grupo de proteases, sendo
metaloendopeptidases extracelulares ou metaloproteinases que séo capazes de hidrolisar a gelatina e
outros compostos como feromonio, colageno, caseina e fibrinogénio (Mékinen et al., 1989;
Mékinen & Makinen, 1994; Balan et al., 2012). Elas sdo metaloproteases importantes e séo
amplamente utilizadas ndo apenas nas industrias quimicas e médicas, mas também em alimentos e
ciéncias bioldgicas basicas (Hisano et al., 1989; Balan et al., 2012). A gelatinase produzida pelo
micro-organismo hidrolisa a gelatina em seus subcompostos (polipeptideos, peptideos e
aminoacidos) que podem atravessar a membrana celular e serem utilizados pelo organismo (Balan
etal., 2012).

Sua producéo ja foi relatada em alguns fungos, como Acremonium strictum, Aspergillus
clavatus, Aspergillus flavipes, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans,
Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus versicolor, Cunninghamella echinulata,
Cunninghamella verticillata, Curvularia lunata, Fusarium oxysporum, Geotrichum candidum,
Mucor racemosus, Paecilomyces variotii, Penicillium funiculosum, Penicillium oxalicum,
Rhizomucor miehei, Syncephalastrum racemosum, Trichoderma viride, Trichothecium roseum,
Ceriosporopsis halima, Corollospora integra, Culcitalna achraspora, Halosphaeria mediosetigera,
Humicola alopallonella, Lulworthia floridana, Orbimyces spectabili, Torpedospora radiata,

Zalerion raptor e Zalerion xylestrix (Pisano et al., 1964; Gopinath et al., 2005).



28

2.4.4. Agarases

Os &gares constituem uma familia de polissacarideos complexos encontrados nas paredes
celulares de algumas algas vermelhas (classe Rhodophyceae) (McCandless, 1981; Chi et al., 2012).
No Japdo, o agar tem sido usado como alimento ha varias centenas de anos, 0 que se estendeu a
outros paises, sendo um aditivo alimentar “geralmente reconhecido como seguro” (GRAS),
utilizado em esmaltes, queijo processado, doces de geleia e marshmallows (Fu & Kim, 2010).
Atualmente, devido as suas caracteristicas estabilizadoras e gelificantes, ele apresenta uma grande
variedade de usos (Armisen & Gaiatas, 2009; Fu & Kim, 2010). O agar tem sido utilizado
principalmente em meios microbioldgicos, uma vez que ndo é facil para 0s micro-organismos o
metabolizarem, além de formar géis transparentes, estaveis e firmes (Fu & Kim, 2010). As agarases
(EC 3.2.1.x) sdo enzimas que catalisam a hidrolise do dgar e sdo classificadas em a-agarase e -
agarase de acordo com o padrao de clivagem (Fu & Kim, 2010).

A maioria dos estudos sobre a caracterizacdo da agarase se concentrou em espécies
bacterianas, e poucos estudos caracterizaram os fungos como produtores dessa enzima (Furbino et
al., 2018). Até o momento, poucos fungos foram relatados por produzirem agarases, como
Cladosporium sp., Phoma lingam, Hypocreaceae sp., Dendryphiella arenaria, Penicillium
chrysogenum, Pseudogymnoascus sp., Penicillium sp., Doratomyces sp. e Beauveria bassiana
(Solis et al., 2010; Kawaroe et al., 2015; Furbino et al., 2018; Fawzy et al., 2018). Considerando
que os agares sao uns dos principais componentes da parede celular das algas vermelhas, os fungos
agaroliticos podem ter um importante papel ecolégico como agentes para decompor a biomassa de

algas no ambiente marinho da Antartica (Craigie, 1990; Furbino et al., 2018).

2.4.5. Carragenases

As carrageninas sao polissacarideos lineares sulfatados que constituem o componente
essencial da matriz extracelular de algas vermelhas (classe Rhodophyceae), como em espécies dos
géneros Eucheuma, Gracilaria, Gigartina, Hypnea e Chondrus (Campo et al., 2009; Zhu et al.,
2018). Elas tém sido amplamente aplicadas nas industrias de alimentos, bebidas e cosméticos como
agentes espessantes, clarificantes e gelificantes devido as suas excelentes propriedades, como
capacidade de formacdo de gel, estabilidade quimica e varias atividades fisiologicas (Aliste et al.,
2000; Yu et al., 2002; Bonnaud et al., 2010; Zhu et al., 2018). As carragenases (endohidrolases)
(EC 3.2.1.x) degradam a carragenina e sdo agrupadas em trés categorias: j-carragenase, i-
carragenase e k-carragenase, com base em suas especificidades de substrato e sequéncias primarias
(Chauhan & Saxena, 2016; Zhu et al., 2018). Segundo Zhu et al. (2018), todas as carragenases
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caracterizadas até 0 momento foram isoladas e purificadas do meio marinho, principalmente a partir
de bactérias e animais que vivem nesse ambiente.

Assim como relatado para a enzima agarase, a maioria dos estudos sobre a caracterizacdo da
carragenase se concentrou em espécies bacterianas, e poucos estudos caracterizaram os fungos
como produtores dessa enzima (Chauhan & Saxena, 2016; Furbino et al., 2018). Dessa forma,
poucos fungos foram relatados por produzirem carragenases até o momento, como Cladosporium
sp.,, Phoma sp., Aspergillus ochraceus, Aspergillus terreus, Penicillium chrysogenum,
Pseudogymnoascus sp., Penicillium sp., Doratomyces sp. e Beauveria bassiana (Solis et al., 2010;
Furbino et al., 2018).

2.4.6. Lipases

As lipases (E.C. 3.1.1.3) sdo uma classe de hidrolases que catalisam a hidrolise de
triglicerideos em glicerol e &cidos graxos livres em uma interface 6leo-agua, sendo soltveis em
agua e desempenhando um papel fundamental no metabolismo e na digestdo da gordura (Reis et al.,
2009; Treichel et al., 2010). Elas sdo enzimas ubiquas encontradas na maioria dos micro-
organismos, vegetais e animais (Reis et al., 2009). S&o utilizadas nas indUstrias téxtil, do papel, de
detergentes, alimenticia, farmacéutica, na producdo de cha preto, no desengorduramento do couro e
em processos de panificacdo (Kirk et al., 2002; Singh & Mukhopadhyay, 2012).

Alguns dos fungos produtores de lipase mais importantes comercialmente sdo reconhecidos
como pertencentes aos géneros Rhizopus, Aspergillus, Penicillium, Geotrichum, Mucor, Humicola,
Ashbya, Beauveria, Fusarium, Acremonium, Alternaria, Eurotrium, Ophiostoma e Rhizomucor
(Treichel et al., 2010; Singh & Mukhopadhyay, 2012). Com relacdo as leveduras, a producdo dessa
enzima ja foi relatada em espécies dos géneros Candida (incluindo Candida antarctica), Yarrowia,
Rhodotorula, Pichia, Saccharomycopsis, Torulaspora, Trichosporon, Aureobasidium,
Saccharomyces e Williopsis (Treichel et al., 2010). A producdo de lipases ativas em baixas
temperaturas ja foi relatada nas espécies Aspergillus nidulans, Candida antarctica, Candida
lipolytica, Geotrichum candidum, Rhizopus sp., Mucor sp. e Penicillium roqueforti (Joseph et al.,
2007).

2.4.7. Invertases
Invertases (EC.3.2.1.26) séo hidrolases glicosidicas que catalisam a clivagem de sacarose
em dois monossacarideos: glicose e frutose (Nadeem et al., 2015). Ela € amplamente distribuida na

biosfera, sendo encontrada em plantas, animais, fungos filamentosos, leveduras e bactérias, sendo
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sintetizada pelas abelhas para produzir mel a partir de néctar. (Kulshrestha et al., 2013; Nadeem et
al., 2015). Essa enzima € usada principalmente na industria de alimentos, onde a frutose € preferida
a sacarose, porque é mais doce e nao cristaliza facilmente (Aranda et al., 2006). Segundo Nadeem
et al. (2015), a invertase ndo é apenas essencial na digestdo, mas também é importante para a
prevencao de doencas humanas, processos antienvelhecimento e rejuvenescimento fisico.

A levedura Saccharomyces cerevisiae é a principal linhagem utilizada para a producao
comercial de invertase, mas Candida utilis e Aspergillus niger também sdo consideradas ideais
(Romero-Gomez et al.,, 2000; Silveira et al., 2000; Tanaka et al., 2000; Sikander, 2007
Venkateshwar et al., 2009; Uma et al., 2010; Kulshrestha et al., 2013). Além dessas espécies, outras
ja foram relatadas por produzirem tal enzima, como Aspergillus flavus, Aspergillus wentii,
Aspergillus ochraceus, Trichotecium roseum, Trichoderma viride, Penicillium aurantiogriseum,
Penicillium echinulatum, Rhizopus stolonifer, Cladosporium sphaerospermum e Verticillium
tenerum (Matei et al., 2017).

2.4.8. Amilases

O amido € a principal reserva de polissacarideos produzidos pelas plantas e é considerada a
terceira fonte de biomassa na terra, depois de lignoceluloses e quitinas (Choubane et al.,2015). As
amilases (EC 3.2.1.x) realizam a quebra do amido em acUcar e sdo muito conhecidas por estarem
presentes na saliva humana, onde iniciam o processo quimico da digestdo (Saranraj & Stella, 2013).
Elas representam aproximadamente 25% do mercado mundial de enzimas e podem ser utilizadas na
indUstria de detergentes, na panificacdo, na producdo de bebidas, na industria farmacéutica, na
industria de processamento de amido para a producdo de glicose e frutose, na industria do alcool,
uma vez que os acgucares fermentaveis sdo produzidos pela conversdo de amidos com a ajuda das
amilases, na industria téxtil, na industria do papel e na industria alimenticia (Kirk et al., 2002;
Saranraj & Stella, 2013; Paul, 2016; Gopinath et al., 2017).

As espécies fungicas mais eficientes produtoras de amilase incluem Aspergillus oryzae,
Aspergillus niger, Aspergillus awamori, Aspergillus fumigatus, Aspergillus kawachii, Aspergillus
flavus, Penicillium brunneum, Penicillium fellutanum, Penicillium expansum, Penicillium
chrysogenum, Penicillium roqueforti, Penicillium janthinellum, Penicillium camemberti,
Penicillium olsonii, Streptomyces rimosus, Thermomyces lanuginosus, Pycnoporus sanguineus,
Saccharomyces kluyveri, Mucor sp. e Cryptococcus flavus (Gupta et al., 2003; Souza, 2010;
Hussain et al., 2013; Sundarram & Murthy, 2014; Gopinath et al., 2017).
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2.4.9. Esterases

As esterases (EC 3.1.1.x) sdo hidrolases lipoliticas que catalisam a hidrélise e a formacéo de
ligacGes éster (Sayali et al., 2013). Elas desempenham um papel importante na degradacdo de
materiais naturais e poluentes industriais, como residuos de cereais, plasticos e outros produtos
quimicos toxicos (Kohli & Gupta, 2016). Essas enzimas podem ser utilizadas nas industrias
farmacéuticas, na agricultura, na inddstria alimenticia e na indUstria de bebidas alcodlicas (Shen et
al., 2002; Panda & Gowrishankar, 2005; Bhardwaj et al., 2012; Sayali et al., 2013; Kohli & Gupta,
2016). As esterases de origem extremofilica sd@o enzimas robustas, funcionais sob as duras
condigdes dos processos industriais devido a sua termoestabilidade inerente e resisténcia a solventes
organicos, o que as tornam biocatalisadores muito atraentes para uma variedade de aplicagcdes
industriais (Lopez-Lépez et al., 2014).

Essas enzimas sdao amplamente distribuidas em animais, plantas e micro-organismos, mas as
fontes microbianas sdo consideradas proeminentes na sua producéo, sendo elas: bactérias (incluindo
actinobactérias), fungos filamentosos e leveduras (Kohli & Gupta, 2016). Alguns fungos foram
relatados pela sua producdo, como Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus awamori,
Pichia pastoris, Trichoderma reesei, Saccharomyces cerevisiae, Piromyces equi, Fusarium
oxysporum, Penicillium funiculosum, Ophiostoma piceae, Trichosporon brassicae, Bjerkandera
adusta, Botrys cinerea, Chaetomium globosum, Cladosporium fulvum, Cryptococcus neoformans
var neoformans, Dichomitus squalens, Fomitiporia mediterranea, Laccaria bicolor,
Mycosphaerella graminicola, entre outros (Poutanen et al., 1990; Tenkanen et al., 1995; Koseki et
al., 1997; Christakopoulos et al., 1998; de Vries & Visser, 1999; Fillingham et al., 1999; Kroon et
al., 2000; Giuliani et al., 2001; Juge et al., 2001; Asther et al., 2002; Calero-Rueda et al., 2002;
Shen et al., 2002; Lomolino et al., 2003).

2.4.10. Pectinases

A pectina é uma mistura complexa de polissacarideos que compde cerca de um terco da
substancia seca da parede celular de plantas superiores e apresenta usos farmacéuticos promissores,
sendo atualmente considerado um material transportador em sistemas de administracdo de
medicamentos especificos do cdlon, para acdo sistémica ou tratamento topico de doencas como
colite ulcerativa, doenca de Crohn e carcinomas do cdlon (Sriamornsak, 2003). As pectinases (EC
3.2.1.15, EC 4.2.2.x ou EC 3.1.1.11) sdo um grupo heterogéneo de enzimas relacionadas que
hidrolisam as substancias da pectina (Sharma et al., 2013). Elas sdo comumente utilizadas em
processos que envolvem a degradacdo de materiais vegetais, como acelerar a extracdo de suco de

frutas, incluindo macés e sapota, sendo também utilizadas na producéo de vinho desde a década de
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1960 (Semenova et al., 2006; Sharma et al., 2013). Essas enzimas podem ser utilizadas na industria
téxtil, na fermentagdo do café, na fabricacdo de cha, na alimentacdo animal e na purificacdo de virus
de plantas (as enzimas s&o utilizadas para liberar o virus dos tecidos) (Serensen et al., 2000; Jayani
et al., 2005; Sharma et al., 2013).

Quase todas as preparagOes comerciais de pectinases sdo produzidas a partir de fungos,
sendo que a espécie Aspergillus niger € normalmente a mais utilizada (Jayani et al., 2005). Essas
enzimas ja foram relatadas em fungos como Rhodotorula sp., Phytophthora infestans,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces chevalieri, Saccharomyces
paradoxus, Aspergillus niger, Penicillium frequentans, Aspergillus japonicus, Pichia angusta,
Candida krusei, Candida norvengensis, Debaryomyces hansenii, Debaryomyces nepalensis,
Cryptococcus cylindricus, Cryptococcus aquaticus, Cryptococcus liquefaciens, Cryptococcus
macerans, Cystofiliobasidium lari-marini, Cystofilobasidium capitatum, Mrakia frigida,
Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces wickerhamii, entre outros
(Forster, 1988; Gainvors et al., 1994; Maldonado et al., 1994; Maldonado & Saad, 1998; Kawano et
al., 1999; Semenova et al., 2003; Libkind et al., 2004; Alimardani-Theuil et al., 2011).

2.4.11. Inulinases

A inulina é um polimero linear de planta, que é composto de unidades de monémero de
frutose unidas umas as outras por ligacdes glicosidicas e que possui uma fracdo de glicose; depois
do amido, é o segundo polissacarideo vegetal mais abundante encontrado na natureza (Singh &
Singh, 2017). Ainda segundo Singh & Singh (2017), as inulinases (EC 3.2.1.xX) s&o enzimas
hidroliticas que pertencem a familia das hidrolases glicosidicas e que, com base em sua acao
hidrolitica na inulina, produz frutose ou frutooligossacarideos como principais produtos. Elas
podem ser utilizadas nas industrias alimenticia, farmacéutica, na producdo de bebidas, na producéo
de etanol e na producéo de oligofrutanos (frutooligossacarideos e inulooligossacarideos), que séo
considerados prebidticos (Lopez-Molina et al., 2005; Rocha et al., 2006; Chi et al., 2009).

Alguns fungos j& foram relatados pela producéo de inulinases, como Aspergillus oryzae,
Aspergillus niger, Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides, Cryptococcus aureus,
Kluyveromyces bulgaricus, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus, Penicillium
citrinum, Penicillium expansum, Penicillium subrubescens, Rhodotorula glutinis, Ulocladium
atrum, Zygosaccharomyces bailii (Byun & Nahm, 1978; Derycke & Vandamme, 1984; Parekh &
Margaritis, 1985; Ferreira et al., 1991; Ongen-Baysal et al., 1994; Nakamura et al., 1995; Kalil et
al., 2001; Vranesi¢ et al., 2002; Prabhakar et al., 2004; Sheng et al., 2007; Saber & EI-Naggar,
2009; AbdAl-Aziz et al., 2012; Fernandes et al., 2012; Flores-Gallegos et al., 2012; Lafuente-
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Castaneda et al., 2012; Mansouri et al., 2013; Paixao et al., 2013; El-souod et al., 2014; Tasar et al.,
2015; Ali & Shahzadi, 2015).

2.5. Biossurfactantes e sua produc¢ao por micro-organismos extremofilos

Os biossurfactantes sdo, em sua maioria, uma classe de metabolitos que podem ser tanto
primarios quanto secundarios e compreendem um grupo de moléculas anfipaticas (possuem porcao
hidrofilica e hidrofobica) com estruturas distintas e sintetizadas por diferentes organismos (Sperb et
al., 2015). Eles também séo conhecidos como substancias tensoativas (que influenciam a superficie
de contato entre dois liquidos) estrutural e funcionalmente diversos, 0s quais reduzem a tensao
superficial e interfacial entre as moléculas individuais nas respectivas superficies e interfaces entre
dois fluidos que ndo se misturam como, por exemplo, 6leo/adgua (Bhardwaj et al., 2013; Varjani &
Upasani, 2017). Os biossurfactantes sdo representados pelos glicolipideos, lipossacarideos,
fosfolipideos, acidos graxos, lipideos neutros, lipopeptideos e alguns polimeros como resultado de
sua atividade surfactante com capacidade de interagir com moléculas polares (como a agua) e
apolares (gorduras); por isso, sdo importantes para o setor industrial em processos de detergéncia,
emulsificagdo, lubrificacdo, capacidade de formacdo de espuma, capacidade de umectacdo
(hidratacéo) e solubilizacdo de substancias apolares (Silva et al., 2021).

Embora altamente eficazes em muitas aplicacdes industriais e de remediacdo ambiental, os
surfactantes sintéticos tendem a ser toxicos e podem representar riscos ambientais e atividade
biocida (Edwards et al., 2003). Além disso, os surfactantes sintéticos tém baixa biodegradabilidade
e podem solubilizar xenobioticos hidrofobicos (substancias quimicas poluentes), afetando a
qualidade da &gua potavel em lagoas e riachos (Haigh, 1996; Palmer & Hatley, 2018). Ja os
surfactantes naturais (biossurfactantes), produzidos principalmente por micro-organismos,
representam uma alternativa atraente em relacdo aos surfactantes convencionais sintéticos e veem
sendo considerados uma tecnologia alternativa chave a ser desenvolvida no século XXI (Rahman &
Gakpe, 2008; Marchant & Banat, 2012; Cheok et al., 2014; Santos et al., 2016). Os biossurfactantes
possuem varias Vvantagens em relacdo aos seus similares sintéticos, incluindo maior
biodegradabilidade, baixa toxicidade, propriedades de alta formacdo de espuma, producgéo
sustentavel e alta estabilidade em niveis extremos de pH, temperaturas e salinidade (Pacwa-
Plociniczak et al., 2011; Vijayakumar & Saravanan, 2015; Santos et al., 2016; Akbari et al., 2018;
Khademolhosseini et al., 2019).

Os fungos produzem uma boa quantidade de biossurfactantes, quando comparados as

bactérias, e 0 motivo pode ser a presenca de uma parede celular rigida (Bhardwaj et al., 2013).
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Entre os fungos, Candida bombicola, Candida lipolytica, Candida ishiwadae, Candida batistae,
Aspergillus ustus, Ustilago maydis e Trichosporon ashii tém ganhado destaque por serem capazes
de produzir principalmente biossurfactantes soforolipidios (glicolipidios) (Bhardwaj et al., 2013).
Atualmente, um dos micro-organismos produtores de biossurfactantes mais valiosos no mercado € a
levedura Moesziomyces antarcticus (anteriormente conhecido como Candida antarctica), a qual foi
originalmente isolada do Lago Vanda no Vale Wright, Antartica (Goto et al., 1969). Além dessa
levedura, espécies do género Rhodotorula séo altamente representadas em ambientes polares e
glaciais (por exemplo, R. arctica, R. glacialis, R. psychrophenolica, R. psychrophila e R.
mucilaginosa) e sdo conhecidas por serem hiperprodutoras de biossurfactantes soforolipideos
(Perfumo et al., 2018).
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OBJETIVOS
Objetivos Gerais

Caracterizar a diversidade de fungos presentes em lagos da Antartica e avaliar seu potencial

como produtores de enzimas e biossurfactantes de interesse industrial.

3.2.

Objetivos Especificos

Isolar fungos a partir de amostras de iscas de barbante e biofilme de dois lagos antarticos;
Identificar os fungos cultivaveis por meio de técnicas de taxonomia polifasica (técnicas de
biologia molecular, morfoldgicas e fisioldgicas);

Preservar os fungos obtidos para preservacdo da biodiversidade ex situ na Colecdo de
Micro-organismos e Células da UFMG;

Caracterizar as comunidades de fungos ndo cultivaveis de iscas depositadas em lagos da Ilha
Deception e da Ilha Rei George;

Determinar, por meio de indices ecoldgicos, a diversidade das comunidades fangicas
encontradas;

Avaliar a capacidade dos fungos obtidos em produzir diferentes enzimas hidroliticas e

biossurfactantes de interesse industrial.
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4, MATERIAIS E METODOLOGIA
4.1. Localizagéo dos lagos e obtencéo das amostras

As amostras de barbante e biofilme foram obtidas em lagos presentes nas ilhas Rei George e
Deception, respectivamente, localizadas no Arquipélago de Shetlands do Sul, Antartica durante o
verdo austral de 2018 (Figura 1). Em relacdo a llha Rei George, os lagos sdo pequenos e rasos,
localizados em depressdes formadas por deglaciacdo, apesar de lagos grandes e profundos também
existirem (Shevnina & Kourzeneva, 2017). O Kroner Lake, localizado na llha Deception, € um lago
com intrusdo de agua marinha, que apresenta uma vasta heterogeneidade ambiental e biologica
devido a sua conexao com o mar (lzaguirre et al., 2006). Ele ocupa uma depressdo circular e rasa
em uma planicie de lava, onde a atividade de fumarolas Ihe fornece calor (Priddle & Heywood,
1980).

Com relacdo aos ambientes marinhos, considerando que o Kroner Lake recebe influéncia do
spray marinho (lzaguirre et al., 2006), os biofilmes neles presentes sdo comunidades microbianas
complexas que preenchem nichos funcionais distintos (Webster & Negri, 2006). Os micro-
organismos presentes nos biofilmes sdo capazes de se auto-organizar estruturalmente em resposta as
condicdes externas e as atividades dos varios membros do biofilme (Tolker-Nielsen & Molin,
2000).

Figura 1. Imagens de satélite com a localizagdo das Ilhas Rei George e Deception no Arquipélago
de Shetlands do Sul, Antartica. (a) Continente Antartico com a Peninsula Antartica destacada pelo
retangulo vermelho e (b) Peninsula Antértica com as llhas Rei George (KGI) e Deception (DI)

destacadas pelo retangulo vermelho. Fonte: Google Earth Pro, 2019.
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4.1.1. Iscas de barbante para captura dos fungos

Sacos de poliestireno contendo trés fragmentos de barbante de algod&o esterilizados foram
lancados e fixados em dois pontos (A e B), cada ponto contendo trés amostras (1, 2 e 3), em um
lago em ponta Hennequin, na Ilha Rei George e lago Soto na Ilha Deception (Figura 2). Os
barbantes permaneceram nos lagos por dois anos e foram resgatadas no verdo austral de 2018. Apos
a coleta, as amostras foram mantidas a -20 °C para que suas caracteristicas fossem preservadas. No
Brasil, essas amostras foram levadas ao Laboratério de Microbiologia Polar e Conexdes Tropicais
(MICROPOLAR) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e mantidas a -20 °C até o

processamento.

Figura 2. Fotos dos lagos nos quais as iscas de barbante foram implantadas. (a) lago em ponta

Hennequin, llha Rei George e (b) Lago Soto na Ilha Deception. Fotos: Luiz Henrique Rosa.
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4.1.2. Coleta dos biofilmes

Sacos pléasticos previamente esterilizados (Wilpacks) foram utilizados para a coleta de
biofilme em 15 pontos no Kroner Lake (Figura 3), localizado em uma pequena baia denominada
Whalers Bay, na llha Deception, Antartica. A coleta foi realizada durante o verao austral de 2018 e
as amostras foram processadas no Laboratdrio de Microbiologia Antartica do Navio Polar

Almirante Maximiano (H-41).

-

Figura 3. Foto do Kroner Lake, Ilha Deception, Antartica, mostrando sua conexao com 0 mar a

esquerda. Foto: Luiz Henrique Rosa.

4.2.  Isolamento dos fungos cultivaveis
4.2.1. Iscas de barbante

As amostras foram descongeladas e mantidas a temperatura de 4 °C até o momento do
processamento e isolamento dos fungos, para o qual foram utilizados os seguintes meios de cultivo

solidos (2% agar m/v):

1. Agar Dicloran Rosa Bengala (0,5% de peptona, 1% de glicose, 0,1% de KH,PO,, 0,05% de
MgSQO,-7H,0, 0,0002% de dicloran, 0,0025% de rosa bengala, 0,01% de cloranfenicol);
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2. Meio Minimo (0,025% de peptona, 0,5% de glicose, 0,698% de K,HPO,, 0,544% de
KH,POy4, 0,1% de (NH4),SOy4, 0,11% de MgSO4-7H,0, 0,01% de cloranfenicol);

3. Agar Marinho (0,5% de peptona, 2% de glicose, 0,1% de extrato de levedura, 0,01% de
citrato férrico, 0,01% de NacCl, 0,88% de MgCl,, 0,32% de Na,SO,, 0,18% de CaCl,, 0,05%
de KCI, 0,01% de NaHCOs3, 0,008% de KBr, 0,34% de SrCl,, H,BOs, 0,4% de Na,SiOs,
0,24% de NaF, 0,16% de NH4NO3, 0,8% de Na,HPO,, 0,01% de cloranfenicol);

4. Meio Extrato de Malte (5% de extrato de malte, 0,01% de cloranfenicol).

Duas técnicas de semeadura distintas foram usadas: (a) semeadura direta: cerca de 1 cm de
cada uma das trés iscas de algod&o e de cada um dos dois pontos do lago (Al, A2, A3, B1, B2 e B3)
foi inoculado em placas de Petri contendo os diferentes meios de cultura; e (b) diluicdo seriada:
aproximadamente 1 cm de barbante de cada amostra (A1, A2, A3, B1, B2 e B3) foi diluido em 900
L de salina (0,85% de NaCl), correspondente & diluicdo 10, e 100 uL de cada suspensdo foram
plaqueados por “spread plate” nos mesmos meios de cultura da técnica anterior, utilizando pérolas
de vidro. Em seguida, 100 pL da diluicdo 10 foram diluidos em 900 pL de salina (0,85% de
NaCl), correspondente & diluicdo 102 e 100 uL de cada suspensdo foram plaqueados por “spread
plate” nos mesmos meios de cultura utilizados anteriormente, com o auxilio de pérolas de vidro.

Foram feitas duplicatas de cada meio de cultura e todas as placas foram incubadas a 10 °C.

4.2.2. Biofilmes

As amostras foram processadas em duplicatas em dois meios de cultura: Sabouraud dextrose
agar (0,5% de digestdo enzimatica de caseina, 0,5% de digestdo enzimatica de tecido animal, 4% de
dextrose, 1,5% de agar e 0,01% de cloranfenicol) e agar marinho (0,5% de peptona, 2% de glicose,
0,1% de extrato de levedura, 0,01% de citrato férrico, 0,01% de NaCl, 0,88% de MgCl,, 0,32% de
Na,SO,, 0,18% de CaCl,, 0,05% de KCI, 0,01% de NaHCOs3;, 0,008% de KBr, 0,34% de SrCl,,
H,BO3, 0,4% de NaySiOs, 0,24% de NaF, 0,16% de NH;NOs;, 0,8% de Na,HPO,, 0,01% de
cloranfenicol e 2% de agar). Foram plaqueados, por “spread plate”, 100 pL de biofilme de cada um
dos 15 pontos coletados em cada meio de cultura. As placas foram incubadas a 10 °C.

4.3.  Preservacao dos fungos cultivaveis

As colbnias fangicas obtidas foram quantificadas em unidades formadoras de col6nias e
cada isolado foi purificado em placas de Petri contendo o meio de cultura YM (0,3% de extrato de
levedura, 0,3% de extrato de malte, 0,5% de peptona, 2% de glicose, 2% de agar). Repiques dos

fungos purificados foram incubados a 10 °C por 7 a 21 dias e preservados para serem depositados
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na colecéo de Microrganismos e Células do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) com o codigo UFMGCB.

Os isolados de fungos filamentosos foram preservados em duplicatas em Castellani
(Castellani, 1939) e mantidos a temperatura ambiente. Além disso, foram preservados, também em
duplicatas, em criotubos esterilizados contendo 10 fragmentos do micélio fungico (com
aproximadamente 5 mm de didmetro) e 1 mL de solucdo de glicerol 15%, sendo mantidos a -80 °C
em ultrafreezer. Para a criopreservacdo das leveduras, uma alcada de cada levedura isolada foi
inoculada em tubo de ensaio contendo 2 mL de caldo GYMP (1% de extrato de malte, 0,2% de
fosfato de potéassio dibasico, 2% de glicose e 0,5% de extrato de levedura) e incubada por 48 horas a
10 °C. Ap06s o periodo de incubagdo, 800 pL desse caldo foi transferido para criotubos esterilizados

em duplicatas, nos quais foi acrescido 200 L de glicerol puro.

4.4. lIsolamento seletivo de fungos celuloliticos presentes nos barbantes

Para o isolamento dos fungos celuloliticos presentes nas amostras de barbantes foi utilizado
0 método de enriquecimento. Um fragmento de 5 cm de cada uma das trés iscas de algoddo e de
cada um dos dois pontos do lago (Al, A2, A3, B1, B2 e B3) foi inoculado em 20 mL de meio de
cultura liqguido CMC (0,67% de YNB — yeast nitrogen base, 1% de CMC — carboximetilcelulose,
0,01% de cloranfenicol). Apds sete dias de crescimento a 10 °C, 100 pL dessa suspensdo foram
plaqueados em meio de cultura sélido CMC (0,67% de YNB — yeast nitrogen base, 1% de CMC -
carboximetilcelulose, 2% de agar, 0,01% de cloranfenicol) por “spread plate” utilizando pérolas de
vidro. As placas foram mantidas a 10 °C. A purificacdo das amostras foi realizada da mesma forma

citada no tépico anterior.

4.5. ldentificacdo dos fungos cultivaveis

4.5.1. ldentificagéo de fungos filamentosos

Todos os isolados foram agrupados de acordo com suas caracteristicas macromorfologicas,
como, por exemplo, coloragdo da colbnia (frente e verso), aspecto da borda, textura da superficie e
presenca ou auséncia de pigmentos. Posteriormente, o agrupamento molecular foi realizado por
meio da técnica de PCR microssatélite (PCR-MST), conhecida como “DNA fingerprint”, utilizando
como iniciador o oligonucleotideo sintético (GTG)s. Um isolado de cada grupo foi identificado pela
amplificacdo da regido transcrita interna (ITS1-5.8S-1TS2) do gene do rRNA e/ou amplificacdo
parcial do gene da B-tubulina. A escolha da regiédo a ser amplificada foi determinada de acordo com
0s géneros encontrados pela amplificacdo da regido ITS (identifica alguns taxons apenas em nivel

de género).
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45.1.1. Extracdo do DNA total

A extracdo do DNA total foi adaptada de Rosa et al. (2009). Os fungos filamentosos foram
crescidos em meio de cultura YM (0,3% de extrato de levedura, 0,3% de extrato de malte, 0,5% de
peptona, 2% de glicose, 2% de agar) por 7 a 14 dias e, em seguida, fragmentos do micélio foram
retirados e colocados em microtubos estéreis de 2 mL acrescidos de 400 pL de tampé&o de lise (Tris-
HCI 0,05 M, EDTA 0,005 M, NaCl 0,1 M e SDS 1%), sendo mantidos a -20 °C por no minimo 30
min. Foram adicionadas de duas a trés pérolas de ago inoxidavel aos microtubos contendo os
fragmentos de micélio, os quais foram submetidos a trituracio com auxilio de
microdesmembranador sob intensa agitacdo. Apos homogeneizagdo, foram adicionados 162 uL de
CTAB (Tris 2M, NaCl 8,2%, EDTA 2M e CTAB 0,2%), os microtubos foram incubados a 65 °C
por 40 min. Em seguida, foram acrescidos 570 uL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), os
microtubos foram homogeneizados e mantidos em gelo por 30 min e, posteriormente, centrifugados
a 14.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo com adicdo de
10% de seu volume de uma solucdo acetato de sédio 3M. Essa suspensdo foi homogeneizada,
incubada a 0 °C por 30 min e, em seguida, centrifugada a 14.000 rpm por 10 min. O sobrenadante
foi transferido para um novo microtubo acrescido de 50% de seu volume de isopropanol (Merck). A
suspensdo foi homogeneizada e centrifugada a 14.000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi
desprezado, o sedimento homogeneizado com etanol 70% (Merck) v/v. As amostras foram secas a
37 °C por 30 min e acrescidas de 50 pL de tampéao TE/Tris-EDTA (Tris-HCI 0,01 M e EDTA 0,001
M) e incubadas a 65 °C por 60 min para a hidratacdo do DNA. Em seguida, foram armazenadas em

freezer a -20 °C.

45.1.2. Amplificacdo utilizando o iniciador (GTG)s

O iniciador (GTG)s (5-GTGGTGGTGGTGGTG-3") foi utilizado para amplificar regides
microssatélites por meio de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase), segundo a metodologia
descrita por Lieckfeldt et al. (1993). A PCR foi conduzida em microtubos de 0,2 mL, com volume
final de 25 pL, contendo: 1 a 5 uLL de DNA (dependendo da concentragdo de DNA, variavel de 50-
500 ng uL'l); 2 uL do iniciador (GTG)s 10 pmol uL'l (MWG Biotech); 2,5 puL de tampao de PCR
5X (Fermentas); 1,5 uL de MgCl; 25mM; 1 pL de ANTP 10 mM; 0,2 uL. de Taqg DNA polimerase
5U (Fermentas) e o volume final completado com &gua ultrapura esterilizada. As rea¢fes de PCR
foram realizadas em termociclador PCR Mastercycler (Eppendorf), nas seguintes condicoes:

desnaturacéo inicial a 94 °C por 5 min, seguida por 40 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 15 s,
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pareamento a 55 °C por 1 min e extenséo a 72 °C por 90 s, e uma extensao final a 72 °C por 6 min.
A observacdo dos produtos da PCR (amplicons) foi feita por eletroforese em gel de agarose 1,5%,
em tampdo TBE 0,5X (54 g de tris base, 27,5 g de acido borico, 20 mL de EDTA 0,5M, pH 8), que
foram submetidos a 80 V por 1h e 30 min e corados com uma solucdo de agente intercalante
(GelRed). Os géis foram visualizados sob luz ultravioleta e fotodocumentados (Vilber Lourmat,

Franca).

45.1.3. Amplificacdo da regido ITS

A amplificacdo da regido transcrita interna (ITS1-5.8S-1TS2) do gene do rRNA foi realizada
segundo a metodologia de White et al. (1990), com a utilizacdo dos iniciadores universais ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC). A reacdo de PCR foi
realizada com volume final de 50 pL, contendo: 1 a 5 uL. de DNA (dependendo da concentragdo de
DNA, variavel de 50-500 ng pL™); 1 uL de cada iniciador ITS1 e ITS4 10 pmol pL™* (MWG
Biotech); 5 uL de tampao de PCR 5X (Fermentas); 2 pL de MgCl,; 25mM; 2 pL. de dNTP 10 mM;
0,2 uL de Taq DNA polimerase 5U (Fermentas), com o volume final completado com agua
esterilizada. As reacbes da PCR foram realizadas utilizando o termociclador PCR
Mastercycler (Eppendorf), nas seguintes condi¢fes: desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 min, seguido
por 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 min, pareamento a 55 °C por 1 min, extensdo a 72 °C
por 1 min, e uma extenséo final a 72 °C por 5 min. Os amplicons foram analisados por eletroforese
em gel de agarose 1%, em tampédo TBE 0,5X, sendo submetidos a 120 V por 20 min, e, em seguida
corados com solucdo de GelRed. Os géis foram visualizados sob luz ultravioleta e

fotodocumentados (Vilber Lourmat, Franca).

45.14. Amplificacdo parcial do gene da B-tubulina

A amplificagdo parcial do gene da B-tubulina foi realizada utilizando os iniciadores BT2a
(GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) e BT2b 15 (ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC),
segundo Glass & Donaldson (1995). A PCR foi realizada com volume final de 50 uL, contendo: 1 a
5 uL de DNA (dependendo da concentragao de DNA, variavel de 50-500 ng uL'l); 1 uL de cada
iniciador BT2a ¢ BT2b 10 pmol uL’l (MWG Biotech), 5,0 pL de tampao de PCR 5X 20
(Fermentas), 2,0 uL de MgCl2 25 mM, 2,0 uL de dNTP 10 mM, 0,2 pLL de Taqg DNA polimerase
5U (Fermentas) e o volume final completado com &gua esterilizada. As reagdes de PCR foram
realizadas utilizando o termociclador PCR Mastercycler (Eppendorf), nas seguintes condigdes:

desnaturacéo inicial a 94 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 min,
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pareamento a 59 °C por 1 min e extensdo a 72 °C por 90 s e uma extensao final a 72 °C por 7 min.
Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, em tampédo TBE 0,5X, onde
foram submetidos a 120 V por 20 min e, em seguida, corados com solucdo de GelRed. Os géis

foram visualizados sob luz ultravioleta e fotodocumentados (Vilber Lourmat, Franca).

4.5.2. ldentificacdo de leveduras

As culturas de leveduras obtidas foram fotografadas e agrupadas de acordo com as
caracteristicas macro morfoldgicas, como coloragdo e aspecto da colénia (mucoide, cremosa e
rugosa). Os grupos formados foram submetidos a anélise de perfis moleculares por meio da técnica
de PCR microsatélite (PCR-MST), idem ao item 4.5.1.2. Um isolado de levedura de cada grupo
molecular formado foi selecionado para sequenciamento dos dominios D1/D2 da subunidade maior
do DNA ribossomal utilizando os iniciadores ITS1/NLA4.

452.1. Extracio do DNA total

Uma al¢ada do cultivo foi ressuspendida em 100 pL de tampdo de lise (Tris-HCI 0,05 M,
EDTA 0,005 M, NaCl 0,1 M e SDS 1%) em tubos de 0,6 mL e incubada a 65 °C por no minimo 30
min. Em seguida, foram adicionados 200 pL de cloroférmio: alcool isoamilico 24:1 e os tubos
foram homogeneizados e centrifugados a 14.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi transferido
para um novo tubo acrescido de isopropanol (Merck) v/v e mantido em repouso por 15 min para
precipitar o DNA. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 10 min, foram
adicionados 200 puL de etanol 70% (Merck) e os tubos foram centrifugados novamente a 14.000
rpm por 10 min. O sobrenadante contendo etanol devera ser desprezado e as amostras foram secas
por 60 min. Em seguida, foram adicionados 50 uL de tampédo TE e as amostras foram incubadas a
65 °C por 60 min para a hidratacdo do DNA. Posteriormente, foram armazenadas em freezer a -20
°C. As concentraces de DNA de filamentosos e leveduras foram acertadas de 50 a 500 ng pL™* para

posterior utilizag&o.

45.2.2. Amplificagdo do dominio D1/D2

Um isolado de cada um dos perfis moleculares de leveduras obtido foi selecionado e
submetido ao sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior (26S) do gene do rRNA como
descrito por Lachance et al. (1999). Para a reacdo de PCR, foram utilizados os iniciadores ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e NL4 (5’"GGTCCGTGTTTCAAGACGG3’), que abrangem a

regido dos espacadores transcritos internos (ITS1-5.8S-ITS2) do gene do RNA ribossomal e o
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dominio D1/D2. A reacdo foi realizada com um volume final de 50 pL, contendo 5 pL de tampéo
de PCR 10X (MBI Fermentas), 3 pL de MgCl, 25 mM (MBI Fermentas), 1 uL de dNTP 2,5 mM
(Invitrogen, USA), 1uL de cada primer ITS1 e NL4 10 pmol (Invitrogen, USA), 0,2 pL de tag DNA
polimerase 1,25U (MBI Fermentas) e 1 a 5uL de DNA (dependendo da concentracdo de DNA, que
deve estar entre 50-500 ng pL™). O volume da reacdo foi ajustado com a adicdo de &gua
esterilizada. A reacdo foi realizada no termociclador PCR Mastercycler (Eppendorf) nas seguintes
condicdes: desnaturacdo inicial a 95 °C por 2 min, 35 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 15
segundos, anelamento a 54 °C por 25 segundos e extensdo a 72 °C por 20 segundos, seguidos de
extensdo final a 72 °C por 10 min. Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1%, em tampéo TBE 0,5X, sendo submetidos a 120 V por 20 min e, em seguida, corados
com solucdo de GelRed. Os geis foram visualizados sob luz ultravioleta e fotodocumentados

(Vilber Lourmat, Franca).

4.5.3. Purificacdo dos amplicons dos fungos cultivaveis

Os amplicons gerados ao final da reacdo de PCR (volume de 47 uL) foram purificados com
a adicdo de 11,25 uL de EDTA 125 mM e 141 uL de etanol absoluto (Merck). Em seguida, os tubos
foram homogeneizados por inversao, deixados a temperatura ambiente por 30 min e centrifugados a
14.000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento tratado com 120 pL de etanol
70%, homogeneizado e centrifugado a 14.000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi descartado
novamente e o restante do etanol foi evaporado a 37 °C por 30 min. O DNA foi ressuspendido em
10 uL de A&gua esterilizada, dosado em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Thecnologies) e

armazenado a -20 °C para ser utilizado nas reac@es de sequenciamento.

4.5.4. Sequenciamento dos fungos cultivaveis
45.4.1. Reac6es de sequenciamento

As reacOes de sequenciamento foram realizadas utilizando-se o Kit BigDye Terminator v3.1
(Applied Biosystems, EUA) em combinacdo com o sistema de sequenciamento automatizado ABI
3730x1 (Applied Biosystems, EUA) do Laboratorio de Parasitologia Celular e Molecular (LPCM)
da FIOCRUZ/Instituto René Rachou. A reagdo de PCR foi realizada em microplacas de 96 pogos
(Applied Biosystems, EUA) e preparada para um volume final de 10 pL, contendo: 1 pL do
inciador (5 pmol), 1 puL de tampao (presente no kit de sequenciamento), 1 pLL de Big Dye, 1 uL de
DNA (contendo entre 10-20 ng/uL) e o volume foi completado com agua ultrapura esterilizada. O

programa de ciclagem utilizado consistiu de uma desnaturagéo inicial a 36 °C por 1 min, 36 ciclos
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de anelamento a 96 °C por 15 segundos, seguido de extensdo a 50 °C por 15 segundos e 4 min de
extensdo final a 60 °C.

45.4.2. Precipitacédo da reacdo de sequenciamento

Para precipitagao das reacdes de sequenciamento, 1 uL. de EDTA a 125 mM, 1 pL de acetato
de sddio 3M e 50 pL de etanol absoluto (Merck) gelado, foram adicionados em cada poco da placa
de 96 pocos. A placa foi submetida a agitacdo em vértex e incubada por 15 min a temperatura
ambiente. Apds a incubacdo, a placa foi centrifugada por 45 min a 4.000 rpm a 4 °C e o
sobrenadante descartado por inversdo. Em seguida, foram acrescentados 100 pL de etanol 70%
(Merck) gelado, a placa foi novamente centrifugada por 15 min a 4.000 rpm a 4 °C e o sobrenadante
descartado por inversdo. Para remocdo do excesso de etanol, o selante foi retirado e a placa
invertida sobre um papel absorvente e submetida a um spin (pulso até a centrifuga atingir 900 rpm).
Apds essa etapa, a placa foi mantida em repouso, sem o selante, durante 20 min em temperatura
ambiente para evaporacao do etanol residual. Em seguida, o DNA das amostras precipitado em cada
pogo foi ressuspendido em 10 pL. de Formamida HI DI (Applied Biosystems, EUA). A placa foi
armazenada a 4 °C, protegida da luz, até a injecdo das amostras no sistema automatizado ABI 3730
(Applied Biosystems, EUA).

45.4.3. Analise computacional das sequéncias
As sequéncias de DNA foram analisadas de acordo com sua qualidade no portal Embrapa
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) e comparadas com as sequéncias de espécies de

fungos referéncias depositadas no GenBank, incluindo “type species”, pertencentes as 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.nlm.nih.gov/blast/),

desenvolvido pelo National Center For Biotechnology.

Fungos com sequéncias de valor E = 0, cobertura e identidade > 99%, e similaridade quando
analisadas com o programa BLASTn, foram considerados como pertencentes a mesma espécie. Ja
fungos com sequéncias de valor E # 0 e cobertura ¢ identidade < 98% foram identificados em nivel
de espécie, género ou niveis hierarquicos mais altos. Para alguns taxons o termo ‘cf.” (latim “for
confer” = comparado com) podera ser utilizado para indicar a espécie a qual se assemelha, mas
apresenta pequenas diferencas com a espécie referéncia. Para identificacdo molecular, foram

utilizadas sequéncias com > 350 pares de bases.


http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
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4.6. Deteccdo das enzimas produzidas pelos fungos cultivaveis

Os isolados foram inoculados em meios de cultura contendo o substrato especifico para cada
enzima, sendo que, para os fungos filamentosos, foi inoculado um fragmento do micélio flngico de
aproximadamente 05 mm de diametro. Ja para as leveduras, foi realizado um in6culo de 1 cm com o
auxilio de alcas plasticas de inoculagdo. A atividade enzimatica foi verificada apds sete dias em
placas de Petri incubadas a 15 °C. Todos os ensaios foram realizados em duplicatas.

A atividade enzimatica foi determinada de acordo com Hankin & Anagnostakis (1975)
atraves da relacdo entre o diametro do halo de degradacdo e o didmetro da col6nia, expresso como

indice Enzimatico (IE), segundo a formula a seguir:

diametro do halo de degradagao

Indice Enzimatico (IE) = Ametro da colonia

Para considerar um micro-organismo bom produtor de enzimas extracelulares em meio
solido, Lealem & Gashe (1994) estabeleceram que o IE deve ser maior ou igual a 2,0 (Soares et al.,
2010).

4.6.1. Celulases

Os isolados foram cultivados em meio YM (1:10) com carboximetilcelulose (5 g L ™)
substituindo a glicose. As placas de Petri foram inundadas com uma solucdo de vermelho Congo
(2,5 g L em tamp&o Tris HCI 0,1 M, pH 8), que foi descartada ap6s 15 min. As placas foram entdo
inundadas com NaCl 1M por 15 min, o qual também foi descartado. A atividade de celulase
positiva foi definida como um halo claro ao redor da colénia em um fundo vermelho (Bortolazzo,
2011; Martorell et al., 2017).

4.6.2. Proteases

Os isolados foram cultivados em Sabouraud dextrose agar com leite desnatado, contendo 10
g L™ de leite desnatado (Oxoid) e 65 g L™ de Sabouraud Dextrose Agar. Apés a incubacdo, uma
reacao positiva foi detectada como um halo claro (produzido pela degradacéo da caseina) ao redor

da coldnia no meio opaco (Brizzio et al., 2007, Duarte et al., 2013).

4.6.3. Lipases
Os isolados foram cultivados em meio contendo: 1 g L™ de peptona, 0,5 g L™ de extrato de
levedura, 15 g L™ de 4gar, 31,25 mL L™ de azeite de oliva como fonte de carbono e solucéo de

rodamina B 0,01% v/v (10 mL L) em etanol absoluto. A atividade positiva foi detectada pela
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presenca de um halo fluorescente de cor laranja sob luz UV a 350 nm. O método se baseia na
observacdo da fluorescéncia causada pela interacdo da rodamina B com os &cidos graxos liberados

pela hidrolise enzimatica do azeite (Duarte et al., 2013).

4.6.4. Agarases

O ensaio para a observacdo da producao de agarase foi adaptado de Furbino et al. (2018) no
qual os isolados foram cultivados em meio YM suplementado com 1,5% de agar. As determinacfes
das atividades agaroliticas foram realizadas pela adicéo de lugol a placa, na qual a presenga de um

halo foi usada como um indicador da atividade enzimatica.

4.6.5. Carragenases

O ensaio para a observacdo da producdo de carragenase foi adaptado de Furbino et al.
(2018), no qual os isolados foram cultivados em meio YM suplementado com 1,5% de carragenana
(Sigma Aldrich). As determinac6es das atividades carragenoliticas foram realizadas pela adi¢do de

lugol a placa, na qual a presenca de um halo foi usada como um indicador da atividade enzimatica.

4.6.6. Invertases

Os isolados foram cultivados em meio YM com 2% de sacarose e 0,003% de bromocresol
verde. O aparecimento de um halo amarelo foi indicativo de atividade positiva (Troncoso et al.,
2017).

4.6.7. Amilases

Os isolados foram cultivados em agar amido, que consiste em 6,7 g L™ de YNB (Difco), 2 g
L de amido soltvel e 20 g L™ de 4gar. Apés a incubacdo, as placas foram inundadas com solugéo
de iodo de lugol (3,3 mg L™ de iodo e 6,7 mg L™ de iodeto de potéassio). Um halo amarelo claro ao
redor da colénia em um fundo roxo indicara a degradacdo do amido (Brizzio et al., 2007; Carrasco
etal., 2012).

4.6.8. Esterases
Os isolados foram cultivados em meio composto de (em g L™*): peptona bacterioldgica, 10;
NaCl, 5; CaCl, 2H,0, 4 e Tween 80, 10. A atividade da esterase foi evidenciada como um

precipitado branco ao redor da colonia (Martorell et al., 2017).
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4.6.9. Pectinases

Os isolados foram cultivados em meio YM (1:10), pH 7,0, contendo 10 g L™ de pectina. As
placas foram inundadas com 10 g L™ de CTAB (brometo de cetiltrimetilamdnio), o qual tem a
capacidade de precipitar polissacarideos em solucdo. A atividade positiva foi indicada por um halo

claro ao redor da col6nia em um fundo branco (Martorell et al., 2017; Poveda et al., 2018).

4.6.10. Inulinases

O ensaio para a observagédo da producdo de inulinase foi realizado de acordo com Martinez
et al. (2016), no qual os isolados foram cultivados em &gar inulina, que consiste em 10 g L™ de
inulina, 2 g L™ de extrato de levedura, 5 g L™ de peptona, 0,5 g L™ MgS0O4, NaCl 0,5 g L™, CaCl2
0,159 L™ e 4gar 20 g L™ (pH 6,0). As placas foram inundadas com solucdo de iodo de Lugol. Uma

zona amarela palida ao redor da coldnia indicara a degradacédo da inulina.

4.6.11. Gelatinases
Os isolados foram cultivados em meio YM preparado com 160 g L™ de gelatina como
agente gelificante em substituicdo ao agar. A liquefacdo do meio ao redor da col6nia foi

considerada como atividade positiva (Troncoso et al., 2017).

4.7.  Producdo de biossurfactantes pelos fungos cultivaveis
4.7.1. Preparacao do in6culo

Os fungos foram inoculados em agar YM (0.3% de extrato de levedura, 0.3% de extrato de
malte, 0.5% de peptona, 2% de glicose e 2% de agar) suplementado com éleo de girassol filtrado
(0,5 mg mL™) como fonte para a producéo de biossurfactantes (Silva et al., 2021). Trés fragmentos
de 5 mm de didmetro de agar YM contendo o crescimento micelial do fungo foram removidos e
inoculados em meio YM liquido contendo Oleo de girassol para observacdo da producdo de

biossurfactantes.

4.7.2. Triagem da producédo de biossurfactantes

O caldo YM foi esterilizado e suplementado com 0,5 mg mL™ de 6leo de girassol filtrado
como fonte para a producdo de biossurfactantes. Tubos conicos esterilizados de 15 mL foram
preenchidos com 7 mL do caldo YM suplementado com 6leo de girassol filtrado. Para fungos
filamentosos, trés fragmentos de micélio (5 mm de diametro) crescidos em agar YM foram entdo

inoculados. Para as leveduras, células de uma colonia foram transferidas para tubos de 15 mL
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contendo 7 mL de caldo YM também suplementado com 6leo de girassol filtrado e cultivadas a 15 °
C com agitacdo a 150 rpm por 48 horas (Camargo et al., 2018). Em seguida, foi padronizado em
espectrofotdbmetro com absorbancia entre 0,4-0,5 no comprimento de onda de 660 nm e 350 pL
(5%) dessa solucdo foram transferidos para novos tubos contendo 7 mL de caldo YM também
suplementado com 6leo de girassol filtrado.

Os fungos foram cultivados a 15 °C com agitacdo a 150 rpm durante 10 dias. Ao final do
crescimento fangico, o caldo foi centrifugado a 7.197 x g por 8 min a 15 °C. O sobrenadante
resultante foi utilizado para o teste qualitativo de producdo de biossurfactantes (teste de colapso da

gota).

4.7.2.1. Teste de colapso da gota

O teste de colapso da gota segue o protocolo estabelecido por Bodour & Miller-Maier
(1998). Resumidamente, 5 pL do extrato filtrado obtido de cada meio foram inoculados
separadamente em placas de microtitulacdo de 96 pocos previamente preenchidas com 1,8 uL de
6leo mineral e deixadas em temperatura ambiente por 24 h. O resultado de colapso da gota foi
determinado visualmente apds 1 minuto de reacdo. Os resultados observados nos pogos onde
ocorreu o colapso da gota de 6leo mineral foram considerados positivos e, para aqueles que nao
colapsaram, o resultado foi negativo. O controle positivo foi preparado com 25% (p/v) de
dodecilsulfato de sddio (SDS) e o controle negativo foi o préprio meio de cultura. Os ensaios foram

realizados em duplicata.

4.8. Extracdo de DNA ambiental total (eDNA) e caracterizacdo da comunidade de fungos
ndo cultivaveis

A avaliacdo da comunidade fangica ndo cultivavel foi realizada nas iscas de barbante que
ficaram suspensas por dois anos no Lago Hennequin, localizado na llha Rei George, € no Lago
Soto, localizado na Ilha Deception. Foram coletadas trés amostras (A, B e C) de dois pontos (1 e 2)
de cada lago.

A extracdo de DNA total da comunidade foi feita em triplicata de cada ponto de cada lago,
utilizando o kit comercial DNeasy PowerLyzer PowerSoil (QIAGEN) de acordo com as
recomendacOes do fabricante. A eficiéncia do método de extragdo e a qualidade do material
extraido foram avaliados por meio da eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com GelRed
(Uniscience), visualizagdo em transluminador (Applied Biosystems) e, por meio do
espectrofotdmetro NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies). O DNA extraido foi utilizado
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como molde para gerar amplicons de PCR. O espacador transcrito interno 2 (ITS2) do DNA
ribossémico nuclear foi utilizado como um codigo de barras de DNA para a identificacdo de
espécies moleculares (Chen et al., 2010; Richardson et al., 2015). Os amplicons de PCR foram
gerados usando os primers universais ITS3 e ITS4 (White et al., 1990) e foram sequenciados por
sequenciamento de alto rendimento na Macrogen Inc. (Coreia do Sul) em um sequenciador Illumina
MiSeq (3x300 bp), usando o kit de reagentes MiSeq v3 (600 ciclos) seguindo o protocolo do
fabricante.

Sequéncias menores que 50 pb foram descartadas e as sequéncias restantes foram
importadas para 0 QIIME2 versdo 2019 para analises de bioinformética (Bolyen et al., 2019). O
plug-in giime2-dada2 é um pipeline completo que foi usado para filtrar, desreplicar, transformar
arquivos fastq emparelhados em mesclados e remover quimeras (Callahan et al., 2016). As
atribuicdes taxonémicas foram determinadas para sequéncias de amplicons variantes (ASVS)
usando o classificador de caracteristicas giime2 (Bokulich et al., 2018) contra o banco de dados
referéncia para fungos UNITE verséo 8.2 (Abarenkov et al., 2020) com um limite de confianca de
98,5%.

Muitos fatores, incluindo extracdo, PCR e tendéncia de primer, podem afetar o nimero de
leituras obtidas (Medinger et al., 2010) e, portanto, levar a uma interpretacédo errdnea da abundancia
absoluta (Weber & Pawlowski, 2013). No entanto, Giner et al. (2016) concluiram que tais vieses
ndo afetaram a proporcionalidade entre leituras e abundéncia celular, implicando que mais leituras
estdo ligadas a maior abundancia (Deiner et al., 2017; Hering et al., 2018). Portanto, para fins
comparativos, utilizamos o numero de leituras como um proxy para abundancia relativa. As
informacdes sobre a classificagdo fungica geralmente seguem Kirk et al., (2011), Tedersoo et al.,
(2018), MycoBank (http://www.mycobank.org) e Index Fungorum

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

4.9. Analise da diversidade dos fungos cultivaveis e nao cultivaveis: calculo dos indices de

abundancia, riqueza e dominancia

A diversidade de espécies foi avaliada utilizando os seguintes indices: (a) Fisher-a
(diversidade), (b) Margalef (riqueza) e (c¢) Simpson (dominancia). O indice de diversidade de
Fisher-a ¢ adequado para frequéncias em que diferentes espécies ocorrem de forma aleatoria, na
qual, comumente, algumas espécies sdo tdo raras que sua chance de incluséo é pequena (Fisher et
al., 1943). Este indice € calculado pela formula S = a*In (1+n/a) onde, S € 0 numero de taxons
presente na amostra, n é o nimero 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
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comunidade com base na distribuicdo numérica dos individuos das diferentes espécies em funcao
do namero total de individuos existentes na amostra analisada. Sua formula é dada por S = (n-1)/In
(N), onde n € o numero de taxons encontrados e N representa 0 numero 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 o 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,
pertencerem a mesma espécie. O calculo da Dominancia de Simpson (1-D) é dado pela formula D
=Y (n / N)2, onde n é o nimero total de organismos de uma mesma espécie e N o nimero 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 maximo de diversidade, com as espécies distribuidas
igualmente.

Uma curva de rarefacdo foi tracada utilizando o indice de Mao Tau, que interpola valores
entre zero e o numero de amostras analisadas, e calcula a riqueza esperada e o intervalo de
confianca. Para a construcdo dessas curvas foi utilizada a densidade de cada taxon obtido. Este
calculo permite uma comparacao estatistica direta entre a riqueza e os conjuntos de dados (Colwell
et al., 2004). Todos os resultados foram obtidos com 95% de confianca, e os valores de bootstrap
foram calculados a partir de 1.000 repeti¢es. Todos os indices foram calculados utilizando o
programa computacional PAST 1.90 (Hammer et al., 2001).
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5. RESULTADOS
5.1.  Isolamento dos fungos cultivaveis

Apbs os diferentes processos de isolamento foram obtidos 154 isolados fungicos, dos quais
89 (58%) foram representados por fungos filamentosos e 65 (42%) por leveduras. Desses isolados,
94 foram obtidos das iscas de barbante coletadas na Ilha Rei George, sendo 45 fungos filamentosos
e 49 leveduras. Assim, os outros 60 isolados foram obtidos do biofilme coletado na llha Deception,

sendo 44 fungos filamentosos e 16 leveduras (Figura 4).

a Numero de Isolados b Isolados Fungicos por Substrato
o Ilha Rei George (barbante)  mIlha Deception (biofilme) ® Fungos filamentosos M Leveduras
49
60 45 (52%) a4

(48%) (73%)

(39%)

Ilha Rei George (barbante) Ilha Deception (biofilme)

Figura 4. Isolamento dos fungos cultivaveis. (a) nimero de isolados fungicos obtidos na Ilha Rei
George (iscas de barbante) e na Ilha Deception (biofilme) e (b) nimero de isolados fungicos obtidos

por substrato.

5.1.1. Identificacdo e distribuicédo dos fungos cultivaveis

A identificacdo dos isolados flngicos das amostras de barbante e de biofilme realizada por
meio de técnicas de biologia molecular esta representada na Tabela 2 e Tabela 3, respectivamente.
Os filos identificados foram Ascomycota, Basidiomycota e Mortierellomycota. Ascomycota foi o
mais abundante, sendo representado por 89 (58%) isolados, seguido por Basidiomycota com 58
(38%) isolados e, por ultimo, o filo menos abundante foi Mortierellomycota com sete (4%)
isolados. Dos 94 isolados do barbante, Thelebolus globosus foi a espéecie de fungo filamentoso mais
abundante, com 24 isolados, e Goffeauzyma sp. foi a levedura mais encontrada. Ja com relacdo aos
60 isolados do biofilme, Pseudogymnoascus verrucosus, com 27 isolados, foi o mais abundante
entre os filamentosos e Metschnikowia australis a mais abundante entre as leveduras com cinco
isolados. O género Penicillium foi isolado como singleto (apenas um isolado) das amostras de
barbante, e os géneros Holtermanniella, Vishniacozyma, Rhodotorula, Debaryomyces e a espécie

Mortierella elongatula foram isolados como singletos das amostras de biofilme.
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Tabela 2. Identificagdo dos fungos antarticos isolados das iscas de barbante por meio do sequenciamento de regides do rDNA e anélise

utilizando o Basic Local Alignment Search Tool (BLASTNn).

Tipo de semeadura Resultado do top BLASTn (cédigo Cadigo Densidade Identidade (%) Cobertura N°de pb®  Taxon sugerido (cddigo de
de acesso no GenBank) UFMGCB? (UFC cm™) (%) analisados acesso no GenBank)
b Thelebolus globosus
ID/DS1/DS2 Thelebolus globosus (MH862951) 18535 >300 100 100 442 (MZ556815')
Dactylaria dimorphospora Helotiales sp. 1
ID/DS2 (NR164282)" 18554 >300 94 97 412 (MZ556816")
Dactylaria dimorphospora Helotiales sp. 2
ID/DS1/DS2 (NR164282)" 17085 >300 95 94 405 (MZ556817")
. . b Mortierella gamsii
ID Mortierella gamsii (MH859222) 18526 20 99 100 520 (MZ556818")
Pseudogymnoascus roseus Pseudogymnoascus sp.
Ds2 (MH858631)° 17097 >300 99 100 397 (MZ556819')
Leucosporidium intermedium
(KY108445)° 97 100 473 Leucosporidium sp.
DS2 Leucosporidium escuderoi 18545 >300 93 96 438 (MZ557060°, MZ556820")
(NR155310)°
DS2 Chalara pseudoaffinis (NR154761)" 18550 >300 96 100 432 Chalara sp. (Mz556821")
Penicillium tardochrysogenum
D (MH865983)° 17098 1 100 100 400 Penicillium sp.
Penicillium chrysogenum 98 100 334 (MZ556822")
(AY495981)°
Mrakia blollopis (NR155360)° 99 100 512 Mrakia blollopis
ID/DS1/DS2 Mrakia gelida (KY108585)° L32 >300 99 100 524 (MZ556831', MZ557045Y)
Leucosporidium muscorum Leucosporidium muscorum
ID/DS1/DS2 (KY108280)° L63 >300 100 100 472 (MZ5570469)
Vishniacozyma victoriae Vishniacozyma victoriae
DS1/DS2 (NGO57678)° L69 >300 100 100 516 (MZ557047°)
Rhodotorula mucilaginosa Rhodotorula mucilaginosa
DSs2 (KY109056)° L36 >300 100 100 465 (MZ557048°)
Cystobasidium laryngis Cystobasidium laryngis
DS1 (AF189937)° L72 200 99 100 519 (MZ557049°)
Goffeauzyma gilvescens
c 100 100 444 Goffeauzyma sp.
ID/DS1/DS2 (NG058297) L74 >300 99 100 431 (MZ557050°, MZ556832")

Goffeauzyma gilvescens
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Tipo de semeadura Resultado do top BLASTn (cédigo
de acesso no GenBank)

Identidade (%)

(KY103487)°
Hamamotoa singularis
(KY107777)°
Phenoliferia psychrophila
(NR154359)"

DS2

Cobertura N°de pb®  Taxon sugerido (cddigo de
(%) analisados acesso no GenBank)
100 421 Hamamotoa singularis
100 384 (MZ557051°, MZ556833")

ID: indculo direto; DS1: diluicdo seriada equivalente a 10™7; DS2: diluicdo seriada equivalente a 10, *UFMGCB = Colecdo de Micro-organismos e Células da Universidade
Federal de Minas Gerais; ®pb = pares de bases. Taxons sujeitos & analise no BLAST baseada em °ITS, “Dominio D1-D2, %b-tubulina. Sequéncias de "ITS e °D1-D2 depositadas

no banco de dados GenBank.
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Tabela 3. Identificacdo dos fungos antarticos isolados do biofilme por meio do sequenciamento de regides do rDNA e analise utilizando o Basic

Local Alignment Search Tool (BLASTN).

Resultado do top BLASTn (cédigo de acesso no Cadigo Densidade ) N° de pb°® Taxon sugerido (codigo de
L Identidade (%)  Cobertura (%) ]
GenBank) UFMGCB? (UFC pL™) analisados acesso no GenBank)
b Pseudogymnoascus verrucosus
Pseudogymnoascus verrucosus (KJ755525) 17059 >300 100 100 457 ]
(MZ556823")
17047 1 100 100 244 Antarctomyces psychrotrophicus
Antarctomyces psychrotrophicus (NR164292)° (MZ556824")
Mortierella amoeboidea (JX976073)" 17041 60 99 99 443 Mortierella sp. 1 (MZ556825")
Mortierella elongatula (NR111582)" 17048 1 96 100 428 Mortierella sp. 2 (MZ556826")
) b Beauveria amorpha
Beauveria amorpha (NR111601) 17049 2 99 100 408 ]
(MZ556827")
Arthroderma curreyi (MH858822)° 17052 15 87 100 505 Arthroderma sp. (MZ556828")
b Pseudogymnoascus sp.
Pseudogymnoascus roseus (NR165894) 17051 38 100 97 433 ]
(MZ556829")
Penicillium goetzii (MT558933)" 100 100 458 o "
o § 17078 >300 Penicillium sp. (MZ556830")
Penicillium chrysogenum (AY495981) 98 100 372
] ) Holtermanniella wattica
Holtermanniella wattica (NG058307)° LB2 1 100 100 514
(MZ5570529)
o . Metschnikowia australis
Metschnikowia australis (KY108453)° LB6 6 100 100 374
(MZ5570539)
o ) Leucosporidium fragarium
Leucosporidium fragarium (NG058330)° LB1 32 99 100 569
(MZ5570549)
o o Vishniacozyma victoriae
Vishniacozyma victoriae (NG057678)° LB5 1 100 100 569

(MZ5570559)
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Resultado do top BLASTn (cédigo de acesso no Cadigo Densidade ) N° de pb® Taxon sugerido (codigo de
1 Identidade (%)  Cobertura (%) ]
GenBank) UFMGCB? (UFC pL™) analisados acesso no GenBank)

o Rhodotorula mucilaginosa

Rhodotorula mucilaginosa (KY109056)° LB15 1 100 100 420
(MZ5570569)

Debaryomyces hansenii (MK394104)° LB7 1 100 100 457 Debaryomyces sp. (MZ557057°,
Debaryomyces fabryi (MK394103)° 100 100 409 MZ556834")
Tetracladium globosum (NG059961)° LB20 3 97 100 409 Tetracladium sp. (MZ5570589)
Mrakia blollopis (NG057710)° LB21 3 99 100 523 Mrakia blollopis (MZ5570599)

3UFMGCB = Colec#o de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais; °pb = pares de bases. Taxons sujeitos & analise no BLASTn baseada em °ITS,
°D1-D2, “b-tubulina. Sequéncias de "ITS e 9D1-D2 depositadas no banco de dados GenBank.
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5.1.2. Analise da diversidade da comunidade fungica cultivavel

O esforco amostral para obtencdo das comunidades de fungos dos dois lagos da Antértica,
demostrado pela cuva de rarefacdo (indice de Mao Tau) apresentada na Figura 5, foi suficiente em
relacdo aos resultados encontrados, uma vez que as curvas chegaram a assintota indicando que as
comunidades obtidas alcangaram o intervalo de riqueza esperada para essas amostras. Os indices de
Fisher-a (diversidade), Margalef (riqueza) ¢ Simpson (dominancia) para a comunidade de fungos
cultivaveis, bem como as caracteristicas fisico-quimicas da agua dos lagos estdo apresentados na
Tabela 4. A comunidade presente no biofilme foi mais diversa e rica quando comparada aquela do
barbante. Entretanto, a dominancia de alguns taxons foi maior dentro da comunidade do barbante em

relacdo a do biofilme.

Taxons (95% de confianga)

Amostras

Figura 5. Curva de rarefacédo (indice de Mao Tau) das comunidades fangicas isoladas das amostras
de barbantes e biofilme dos lagos antarticos.
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Tabela 4. indices de diversidade das comunidades de fungos e caracteristicas fisico-quimicas dos

lagos antarticos.

Barbante (ponta Biofilme

Indice Hennequin) (Kroner Lake) Total
Numero de taxons 15 16 31
Ndmero de isolados 94 60 154
Fisher-a 5,04 7,14 8,97
Margalef 3,08 3,66 4,96
Simpson 0,85 0,76 0,91
Temperatura (°C) 6,5 6,5 -
Condutividade (mS cm™) 105 323 -
pH 9 7,86 -

No total foram encontrados 26 taxons, sendo 10 exclusivos das amostras de barbantes, 11
exclusivos das amostras de biofilme e apenas cinco compartilhados entre os dois substratos (Figura
6). Os taxons exclusivos do barbante foram: Thelebolus globosus, Helotiales sp. 1, Helotiales sp. 2,
Mortierella gamsii, Leucosporidium sp., Chalara sp., Leucosporidium muscorum, Cystobasidium
laryngis, Goffeauzyma sp. e Hamamotoa singularis. J& com relagdo ao biofilme, os tdxons exclusivos
foram: Pseudogymnoascus verrucosus, Antarctomyces psychrotrophicus, Mortierella sp. 1,
Mortierella sp. 2, Beauveria amorpha, Arthroderma sp., Holtermanniella wattica, Metschnikowia
australis, Debaryomyces sp., Tetracladium sp. e Leucosporidium fragarium. Os taxons
Pseudogymnoascus sp., Penicillium sp., Mrakia blollopis, Vishniacozyma victoriae e Rhodotorula

mucilaginosa foram compartilhados entre os dois substratos.

Barbante Biofilme
(ponta
Hennequin)
Tamanho de cada lista
16

8

1 0 >

Barbante Biofilme
Numero de elementos: especificos (1) ou compartilhados por 2, 3, ..., listas

2 1

Figura 6. Diagrama de Venn demonstrando a similaridade de espécies fungicas entre as amostras de

barbante e biofilme obtidas de lagos antarticos.
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5.1.3. Avaliacdo das atividades enzimaticas dos fungos cultivaveis

Dos 154 isolados fungicos, 133 foram avaliados para a atividade das 11 enzimas (Erro! Fonte
de referéncia ndo encontrada.), pois 21 isolados ndo cresceram ou foram contaminaram apos o
processo de preservacdo (Tabela 5). Para as enzimas lipase e gelatinase, ndo foi possivel determinar
a atividade enzimética com base na média do indice enziméatico dos isolados, uma vez que a
formacdo de halos ndo foi nitida e mensuravel; devido a isso, os fungos foram avaliados como
positivos (+) ou negativos (-).

A producdo enzimatica dos isolados variou a nivel intraespecifico, uma vez que os isolados
das mesmas espécies ndo foram capazes de produzir as mesmas enzimas. Dos 22 isolados de
Thelebolus globosus, trés produziram invertase, um amilase, nove protease, um celulase, dois
esterase, um pectinase, um carragenase, um inulinase, 19 lipase e 17 gelatinase. Dentre os quatro
isolados de Helotiales sp. 1, um produziu invertase, trés amilase, dois protease, um celulase, dois
foram bons produtores de celulase (indice enzimatico maior ou igual a 2,0), um pectinase, dois
agarase, um carragenase, trés inulinase, trés lipase e um gelatinase.

O unico isolado testado de Helotiales sp. 2 foi capaz de produzir apenas invertase, protease,
celulase, e inulinase. Dos oito isolados testados de Antarctomyces psychrotrophicus, quatro
produziram protease, quatro celulase, sete lipase, um gelatinase e dois foram bons produtores de
esterase. Os quatro isolados de Mortierella amoeboidea ndo foram capazes de produzir nenhuma das
enzimas testadas no presente trabalho. O Unico isolado testado de Beauveria amorpha produziu
apenas protease e invertase, sendo considerado bom produtor dessa Gltima.

Arthroderma sp., com um isolado testado, foi capaz de produzir apenas gelatinase. O isolado
de Pseudogymnoascus sp. se mostrou capaz de produzir amilase, esterase, agarase, carragenase e
gelatinase, sendo um bom produtor de protease, celulase e inulinase. Dos 27 isolados testados de
Pseudogymnoascus verrucosus, todos produziram inulinase (nove bons produtores), nenhum foi
capaz de produzir pectinase, apenas um ndo produziu esterase (dois bons produtores), apenas dois
ndo produziram agarase (oito bons produtores), apenas trés ndo produziram gelatinase, seis
produziram invertase, 16 amilase, 24 protease (13 bons produtores), 19 celulase (dois bons

produtores), 23 carragenase (trés bons produtores) e oito lipase.
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Figura 7. Observacdo da producédo de enzimas extracelulares com base na formacdo de halos de
hidrolise, os quais estdo indicados por setas. (a) celulase (halo alaranjado no fundo vermelho), (b)
protease (halo branco no fundo claro), (c) gelatinase (marca transparente de “derretimento” do meio
de cultura), (d) agarase (halo claro no fundo roxo), (e) e (f) lipase (amarelo fluorescente no fundo
rosa), (g) carragenase (halo claro no fundo roxo), (h) invertase (halo amarelo no fundo verde), (i)
amilase (halo claro no fundo escuro), (j) esterase (halo branco no fundo claro), (k) pectinase (halo

claro no fundo branco) e (1) inulinase (halo claro no fundo roxo). Fotos: L.M.D. de Souza.
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Dos 10 isolados de Leucosporidium muscorum, todos produziram lipase e gelatinase, apenas
um néo foi capaz de produzir protease (trés bons produtores) e apenas um ndo foi capaz de produzir
carragenase, dois produziram invertase (um bom produtor), um esterase e seis inulinase (um bom
produtor). Dentre os 19 isolados de Goffeauzyma sp., todos foram capaz de produzir protease (seis
bons produtores) e esterase (todos bons produtores), apenas um ndo produziu invertase (17 bons
produtores), apenas dois ndo produziram amilase (um bom produtor), apenas dois ndo produziram
inulinase, apenas trés ndo produziram agarase (um bom produtor), apenas trés ndo produziram
carragenase e 12 foram capazes de produzir lipase.

Dos 14 isolados de Mrakia blollopis, todos foram capazes de produzir protease (10 bons
produtores) e apenas um ndo foi capaz de produzir lipase e carragenase, sendo que nove produziram
invertase (todos bons produtores), 12 amilase, nove celulase (todos bons produtores), 12 esterase
(dois bons produtores), 12 pectinase (todos bons produtores), nove agarase, trés inulinase e quatro
gelatinase. E importante ressaltar que o maior produtor enzimatico do presente trabalho foi um
isolado de Mrakia blollopis (LB21), que apresentou uma média de indice enzimatico de 9,34 + 1,36
para pectinase.

Dois isolados de Rhodotorula mucilaginosa foram testados, sendo que ambos foram capazes
de produzir protease (todos bons produtores), esterase (um bom produtor) e lipase, e apenas um foi
capaz de produzir invertase e carragenase. Dos trés isolados de Vishniacozyma victoriae, todos foram
capazes de produzir invertase (dois bons produtores), esterase (todos bons produtores), inulinase e
lipase, apenas dois produziram protease e celulase, e apenas um produziu carragenase. Dentre os dois
isolados de Hamamotoa singularis, ambos produziram protease (todos bons produtores), carragenase
(um bom produtor), inulinase (um bom produtor) e gelatinase, e apenas um produziu agarase e lipase.
O unico isolado testado de Cystobasidium laryngis produziu apenas invertase e esterase, sendo que
foi considerado bom produtor para a Gltima.

Dos quatro isolados de Leucosporidium fragarium, todos produziram protease (dois bons
produtores), esterase (todos bons produtores) e inulinase (todos bons produtores), apenas um néo
produziu invertase (dois bons produtores), agarase (trés bons produtores), lipase e gelatinase, dois
produziram celulase (todos bons produtores) e um amilase. O Unico isolado de Holtermanniella
wattica produziu amilase, protease e agarase, e foi bom produtor de invertase, esterase e carragenase.
O Unico isolado de Debaryomyces sp. produziu apenas esterase e protease, sendo considerado um
bom produtor para a ultima. Dentre os cinco isolados de Metschnikowia australis, quatro produziram
protease (todos bons produtores), dois inulinase, um carragenase e um lipase. Dos dois isolados de

Tetracladium sp., ambos produziram amilase, protease, celulase (dois bons produtores), esterase,
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pectinase, agarase (dois bons produtores), carragenase (um bom produtor), inulinase (dois bons
produtores) e lipase, e um foi bom produtor de invertase.

Dessa forma, observamos atividade positiva para todas as onze enzimas avaliadas no presente
trabalho, sendo que, dos 133 isolados testados, apenas os quatro (3%) isolados de Mortierella
amoeboidea ndo foram capazes de produzir nenhuma das enzimas. A enzima detectada com mais
frequéncia pelos isolados foi protease (77%), seguida por lipase (63%), e a menos produzida foi
pectinase (12%), sequida por celulase (32%). Em suma, 34 (67%) isolados se mostraram produtores
de invertase e o isolado Holtermanniella wattica UFMGCB LB2 o melhor produtor; 54 (41%)
isolados foram capazes de produzir amilase e o isolado Goffeauzyma sp. UFMGCB L68 foi 0 mais
prolifero; 44 (43%) isolados foram considerados bons produtores de protease e Metschnikowia
australis UFMGCB LB13 foi o melhor produtor; 16 (38%) isolados foram considerados bons
produtores de celulase e o isolado Mrakia blollopis UFMGCB L76 o melhor produtor; 37 (47%)
isolados foram bons produtores de esterase e o isolado Holtermanniella wattica UFMGCB LB2 o
mais prolifero; 12 (75%) isolados se destacaram quanto a producdo de pectinase e o isolado Mrakia
blollopis UFMGCB LB21 o melhor produtor; 14 (23%) isolados produziram em destaque agarase,
em especial Pseudogymnoascus verrucosus UFMGCB 17076; oito (11%) isolados foram bons
produtores de carragenase e o isolado Pseudogymnoascus verrucosus UFMGCB 17076 o melhor
produtor; 18 (25%) isolados bons produtores de inulinase e Leucosporidium fragarium UFMGCB
LB4 o melhor produtor; 64 (48%) isolados foram capazes de produzir gelatinase.



Tabela 5. Médias dos indices Enzimaticos (MIE) produzidos pelos fungos isolados de biofilme e de iscas de barbante dos lagos da Antartica.

indice Enzimatico

Fungo MIE
UFMGCB LIP GEL
INV AMI PRO CEL EST PEC AGA CAR INU
Thelebolus globosus 17082 - - - - 1,05+ 0,02 - - - - - -
T. globosus 17083 - - 1,6 £0,13 - - - - - - + +
T. globosus 18544 1,54 £0,17 - 1,7+0,13 1,29+0,03 - 1,14 £0,01 - 1,16 £0,04 1,22+0,01 - -
T. globosus 18540 1,26 £ 0,04 - - - - - - - - + -
T. globosus 17101 - - 1,18+ 0,01 - - - - - - + +
T. globosus 18536 - - - - - - - - - + -
T. globosus 18535 1,35+ 0,06 - - - - - - - - + +
T. globosus 18534 - - - - - - - - - + +
T. globosus 18533 - - 1,13£0 - - - - - - + +
T. globosus 18531 - - - - - - - - - + +
T. globosus 18529 - - - - - - - - - + +
T. globosus 18528 - - - - - - - ; - + +
T. globosus 18525 - - - - - - - - - - +
T. globosus 18524 - - - - - - - ; - + +
T. globosus 17100 - - - - - - - - - + +
T. globosus 17099 - - 1,030 - - - - - - + +
T. globosus 17096 - - 1,16 + 0,01 - - - - - - + +
T. globosus 17095 - - - - - - - - - + +
T. globosus 17094 - - - - 1,07 +0,05 - - - - + -
T. globosus 17091 - 1,48+0,08 1,17 +0,06 - - - - - - + +
T. globosus 17089 - - 1,16 + 0,02 - - - - - - + +
T. globosus 17087 - - 1,21+0,1 - - - - - - + +

Helotiales sp. 1 18546 154+011 14+003 148+0,08 126+0,1 - - - 1,09+0 1,21+0,05
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indice Enzimatico

Fungo MIE
UFMGCB LIP GEL
INV AMI PRO CEL EST PEC AGA CAR INU
Helotiales sp. 1 17090 - - 1,12+0,04 - - - - - - + +
Helotiales sp. 1 17093 - 1,41+ 0,03 - - 2,24 +0,01 - 1,45 + 0,05 - 1,97 +0,07 + -
Helotiales sp. 1 18552 - 1,36 +0,1 - - 253+0,1 1,19+0,02 1,16 +0,02 - 1,83+0,33 + -
Helotiales sp. 2 18542  1,39+0,03 - 1,63+0 1,31+0,06 - - - - 1,2+0,02 - -
Antarctomyces
psychrotrophicus 17039 i i i i i i i i i * i
A. psychrotrophicus 17040 - - 1,3+0,09 - - - - - - + -
A. psychrotrophicus 17045 - - 1,44 £0,23 - - - - - - + -
A. psychrotrophicus 17047 - - 1,17 £0,11 - 2+0,12 - - - - + -
A. psychrotrophicus 17056 - - - 1,17 £ 0,02 - - - - - + -
A. psychrotrophicus 17057 - - - 1,28 + 0,06 - - - - - + -
A. psychrotrophicus 17060 - - - 1,51+0 2,74 +0,05 - - - - + -
A. psychrotrophicus 17081 - - 1,96 +0,29 1,94 + 0,06 - - - - - - +
Mortler(_ella 17041 i i i i i i i i i i i
amoeboidea
M. amoeboidea 17042 - - - - - - - - - - -
M. amoeboidea 17043 - - - - - - - - - - -
M. amoeboidea 17075 - - - - - - - - - - -
Beauveria amorpha 17049 2,21 +0,02 - 1,96+0,1 - - - - - - - -
Arthroderma sp. 17052 - - - - - - - - - - +
Ege“dogymnoascus 17051 - 1514001 2,08+0,18 3,01+002 1,8820,01 - 152+009 1,69+029 207+01 -  +
Pseudogymnoascus 17046 - 1,19+0,08 155+03 1,24£005 1,5+0,09 - 124+007 149+016 169+006 -  +
Verrucosus
P. verrucosus 17050 - 1,3+0,15 2,07+0 2,48+0,06 1,71+0,06 - 2,15+0,02 145+001 197+0,16 - +
P. verrucosus 17054 - - 2,32+0,16 1,48+0,04 1,77+0,12 - 1,62+011 161+001 1,75+014 - +
P. verrucosus 17055 1,66 0,15 - 2,92+022 156+024 1,76+0,2 - 1,58+0,03 155+0,35 191+025 - +




indice Enzimatico

Fungo MIE
UFMGCB LIP GEL
INV AMI PRO CEL EST PEC AGA CAR INU
P. verrucosus 17058 - 1,58+0 181+006 1,39+0,04 1,44+0,04 - 257+001 189+01 183+0,1 + +
P. verrucosus 17059 - - 1,53+ 0,05 - 1,4+0,16 - - - 1,29+0,09 + +
P. verrucosus 17061 - 1,41+0,01 182+0,29 2,09+0,11 1,57+0,14 - 2,02+058 125+0,08 1,88+0,14 - +
P. verrucosus 17062 - - 21+014 165+0,07 239+£0,12 - 3,08£044 162+0,03 2+£0,17 - -
P. verrucosus 17063 - 1,53+0,24 225+0,03 1,48+0,17 1,89+0,18 - 148+021 1424012 1,95+004 - +
P. verrucosus 17064 - 1,35+0,05 1,98+0,04 122+0 1,64%0,07 - 2,13+0,03 226+0,04 204+016 + +
P. verrucosus 17065 - - 2,41+0,18 1,39+0,08 2,04+0,14 - 1,67+002 1,73+018 16+011 - +
P. verrucosus 17066 - - 2,01+ 0,64 - 1,7+0,18 - 1,42 +0,12 - 154+032 - +
P. verrucosus 17067 - - - - 1,16 + 0,03 - 1,16 + 0,02 - 1,24+0,03 - +
P. verrucosus 17068 - 1,12 +0,03 - - 1,7+0,21 - 2,77+0,01 134+005 165+032 - -
P. verrucosus 17069 1,25+0,01 - 2,33+0,13 1,44+0,05 1,9+0,06 - 224+001 181+004 186+024 - +
P. verrucosus 17071 - 1,18+0,1 1,79+0,1 1,18+0,03 1,76+0,14 - 156+0 149+014 205+005 + -
P. verrucosus 17072 - 1,3+0,06 1,62+0,14 - 1,29+ 0,08 - 1,26 +£0,09 1,88+0,11 2,03+0,08 - +
P. verrucosus 17074 - - 2,18+0,04 16+0,07 186+0,21 - 142+0,02 151+0,02 1,7+0,02 - +
P. verrucosus 17076 1,34+0,01 1,48+0,06 2,02+0,01 1,68+0,05 1,39+0,12 - 329+035 255+0,12 244+0,09 - +
P. verrucosus 17077 1,34+0,07 115+0,16 2,14+0,17 1,39+0,03 1,45+0,08 - 1,82+012 2+018 2/48+0,04 + +
P. verrucosus 17079 15+£006 13+£001 154+0,13 125+£005 145%0,1 - 167+0,09 198+0 237+0,15 + +
P. verrucosus 17080 1,41+0,07 1,38+0,02 2,08+0,46 154+0,07 1,4+0,05 - 18+002 187+01 206+006 - +
P. verrucosus 17070 - - 1,8+0,02 - 1,46+ 0,1 - 163+0,21 153+0,02 224+0,13 - +
P. verrucosus 17073 - 1,28+0,18 159+0,11 153+0,21 1,21+0,07 - 156+0,14 1,79+001 189%x0,15 - +
P. verrucosus 17044 - 1,24+0,02 163+0,09 1,73+0,06 1,72%0 - 147+0,13 185+001 182+0,25 - +
P. verrucosus 17038 - - - - - - - - 1,22+0,05 + +
P. verrucosus 17053 - 1,26 +0,02 2,01+0,09 - 1,51+0,01 - 159+022 181+008 1,71x0,16 + +
Leucosporidium L3 : . 187006 - : : - 188202 - oo

L. muscorum L33 - - 1,6 £0,05 - 1,38 £ 0,03 - - 1,56 + 0,05 - + +
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indice Enzimatico

Fungo MIE
UFMGCB LIP GEL
INV AMI PRO CEL EST PEC AGA CAR INU
L. muscorum L52 - - - - - - R 1,13 +0,01 - + +
L. muscorum L56 2,13+£0,09 - 1,98 + 0,02 - - - - 159+0,17 227+0,05 + +
L. muscorum L59 1,97 £0,13 - 2,16 £ 0,11 - - - - 1,68+0,05 1,89+0,16 + +
L. muscorum L63 - - 1,98 £ 0,02 - - - - 1,7+0,03 169+0,16 + +
L. muscorum L67 - - 2,15+ 0,29 - - - - - 153+0,26 + +
L. muscorum L70 - - 1,69+0,01 - - - - 156+0,03 1,4+0,22 + +
L. muscorum L75 - - 1,86 £ 0,01 - - - - 1,42+0,01 152+017 + +
L. muscorum L81 - - 2,22 +0,16 - - - - 1,13+ 0,01 - + +
Goffeauzyma sp. L4 2,25+0,07 1,46+0,04 2,28+0,02 - 2,96 + 0,16 - 183+0,03 13+0,04 147+0,09 + -
Goffeauzyma sp. L6 1,99+0,03 16+0,17 2,2+0,03 - 2,96 + 0,27 - 1,32+0,09 1,17+0,01 151+013 + -
Goffeauzyma sp. L7 246+0,16 168+022 24+0,16 - 2,83+0,14 - 193+026 1,28+003 1,39+0,11 - -
Goffeauzyma sp. L10 2,21+0,09 1,76 +0,03 2,41+0,18 - 2,63+0,36 - 1,45+0,14 - 142+0,03 - -
Goffeauzyma sp. L11 2,54 +0,19 - 2,15+0,01 - 3,03+0,09 - 1,27 +0,18 - 1,29+0,01 - -
Goffeauzyma sp. L16 259+03 153+022 1,42+0,04 - 2,58 + 0,03 - 157+0,07 1,19+0 126+0,13 + -
Goffeauzyma sp. L25 2,22+0,02 143+0,22 1,42+0,15 - 2,62 +0,03 - 196+013 1,28+0,07 1,41+0,07 - -
Goffeauzyma sp. L27 2,4 +0,35 154+0 154+0 - 2,76 £ 0,07 - 154+009 12+0,06 158+0,05 - -
Goffeauzyma sp. L28 - 1,62+0,03 1,97 +0,02 - 2,63 +0,05 - 1,3+0,01 1,21+£0,01 - + -
Goffeauzyma sp. L34 2,15+0,01 157+0,01 2,67+0,35 - 2,70 - 1,71+0,1 1,33+0,05 - + -
Goffeauzyma sp. L39 2,15+0,27 1,67+0,16 1,53+0,06 - 2,74 +0,02 - 169+0,14 1,16+0,04 132+0,04 + -
Goffeauzyma sp. L42 256+01 156+0,01 1,55+0,08 - 3,13+0,2 - 152+0,08 1,33+0,05 1,32+0,06 + -
Goffeauzyma sp. L43 2,13+0,34 154+0,13 1,75+0,07 - 2,94 +0,42 - 186+009 124+0 148+019 + -
Goffeauzyma sp. L50 243+0,05 1,38+0,07 1,83+0,17 - 2,45+ 0,01 - 208+025 1,26+005 152+0,09 - -
Goffeauzyma sp. L53 2,43+0,02 156+0,03 1,63+0,04 - 3,21+0,13 - 1,45+0,15 1,2+0,02 1,41+0,08 -
Goffeauzyma sp. L62 2,31+0,13 1,52+0,07 1,62+0,21 - 2,68 +0,13 - 1,46+005 122+0 1,31+0,09 -
Goffeauzyma sp. L65 221+0,1 155+0,06 1,34+0,03 - 2,73+ 0,15 - - 1,14+0,06 1,3+0,06 + -
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indice Enzimatico

Fungo MIE
UFMGCB LIP GEL
INV AMI PRO CEL EST PEC AGA CAR INU
Goffeauzyma sp. L68 2,14+£0,19 2,09+0,03 1,54+0,07 - 2,6 £0,02 - - - 153+012 + -
Goffeauzyma sp. L74 2,29+ 0,05 - 1,32 0,02 - 2,89+0 - - 1,24+0,03 1,45+0,02 - -
Mrakia blollopis L5 264+019 14+009 292+037 302+05 165+006 264+008 171+0,19 1,39+0,14 - + +
M. blollopis L14 2,28+0,11 1,88+0,26 1,38+0,07 - 3,06 + 0,24 - 1,46 + 0,03 - - - -
M. blollopis L18 - - 1,97 +0,01 - 1,56 + 0,16 - - 1,49 + 0,38 - + +
M. blollopis L29 - 1,45+0,01 278+0,17 2,83+023 145+01 328+006 1,3+0,06 1,27+0,09 - + -
M. blollopis L32 - 1,48+021 2,9+0,04 - 1,33+0,01 2,63+033 1,76+04 1,23+0,02 - + -
M. blollopis L38 201+028 171+0,01 1,88+01 340,12 - 2,82+0,21 142+0,18 1,37+0,08 - + +
M. blollopis L46 2,65+0,03 14+0,05 304+036 254+005 2,15+0,11 3,06+024 144+008 115+0 1,49+011 + -
M. blollopis L54 - - 2,64+0,17 - 1,75+0,03 2,08+035 1,26+003 17+0,09 163+006 + -
M. blollopis L60 2,74+039 127+0,09 346+01 259+008 1,63+0,06 348+0,1 - 1,24+0,01 1,36+013 + -
M. blollopis L66 2,63+0,64 1,47+0,22 354+0,05 - 1,7+0,02 329+0,12 156+0,12 1,59+0,16 - + -
M. blollopis L71 268+01 13+006 282+016 342+016 163+0 3,18+0,03 - 1,36 + 0,02 - + -
M. blollopis L76 - 1,56+0,12 1,79+0,01 4,28+0,11 - 2,45+0,04 152+0,06 1,54+0,19 - + -
M. blollopis L77 2,39+047 1,34+0,01 317+0,02 364+014 1,63+0,05 290,05 - 1,47 +0,16 - + -
M.Dlollopis 1821 232+009 1370 316%009 350%047 14%009 934136 -  148x028 -+ +
ﬁﬁi‘.ﬁgﬁ”g; L36 - ; 24140 - 1,45+ 0,12 ; ; ] ] . -
R. mucilaginosa LB15 1,94 £ 0,02 - 2,67+0,01 - 2,66 £ 0,09 - - 1,2+0,07 - + -
yi'cst'g;'izceozyma L4l 1,74+0,11 - 1,66+£0,15 197+004 350,01 - - 124+003 142+002 + -
V. victoriae L69 2+0,02 - - - 2,83+0,62 - - - 1514001 + -
V. victoriae LB5  2,42+0,17 - 1,72+0,08 174+056 4,28+ 0,43 - - - 1,54 +0,02 -
ggg“j?ﬁgoa L51 ; i 2,01+0,14 - : : i 1234004 181011 -  +
H. singularis L55 - - 2,14 +0,15 - - - 197+014 216+0,28 2,11+0,11 + +
Cystobasidium L72 1,81+0,01 - - - 3,21 +0,07 - - - - - -




68

indice Enzimatico

Fungo MIE
UFMGCB LIP GEL
INV AMI PRO CEL EST PEC AGA CAR INU

laryngis

L‘eucos.po”d'”m LBl  1,93+0,04 - 256 + 0,03 ; 431+001 ; 261 +0,29 - 2674029 - +
ragarium

L. fragarium LB3  2,6+0,09 - 1,87+0,13 213+011 3,95+ 0,01 ; 264+017 232+024 273+003 + -
L. fragarium LB4  251+0,14 - 1,99+0,02 231+018 3,08+ 043 ; 33+032 242+015 381+012 +  +
L. fragarium LB22 - 158+031 2,44+024 ; 265+ 0,32 ; - 1524025 283+056 +  +
\'/*v;’t'ttfcr;“a””'e"a LB2 294037 173+008 1.45%008 ; 464+ 017 ; 184+003 24013 ; .
Debaryomyces sp. LB7 - - 2,5+0,12 - 1,53+0,01 - - - - - -
Metschnikowia LB6 ; ; 272 +0,06 ; ; ; - 1,16 + 0,01 ; -
australis

M. australis LB8 - - 2,86 £ 0,15 - - - - - - - -
M. australis LB9 - - 3,35+ 0,01 - - - - - 1,73+0,18 - -
M. australis LB13 - - 36+0,1 - - - - - 1,72+0,01 - -
M. australis LB14 - R R - - - R R - + -
Tetracladium sp. LB19 ; 161401 12+003 225+005 148+006 141+007 309+013 252+03 241+013 + -
Tetracladium sp. LB20 214+039 1,39+004 1,69+0,02 248+008 179+02 1,74+003 228+013 199+011 312+015 + -

UFMGCB = Colecéo de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. MIE = Média do Indice Enzimatico, INV = Invertase, AMI = Amilase, PRO
= Protease, CEL = Celulase, EST = Esterase, PEC = Pectinase, AGA = Agarase, CAR = Carragenase, INU = Inulinase, LIP = Lipase e GEL = Gelatinase. + (positivo) e —
(negativo). Negrito = bons produtores (> 2) e grifado cinza = melhor produtor (9,34 + 1,36).
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5.1.4. Avaliacdo da Producéo de Biossurfactantes

Os mesmos 133 isolados citados anteriormente foram submetidos ao teste de colapso
da gota, o qual foi realizado em duplicata. Todos os isolados apresentaram resultado negativo,
ou seja, ndo houve o colapso da gota de 6leo mineral, indicando que nenhum deles foi capaz
de produzir biossurfactantes.

5.2. ldentificacdo e distribuicédo dos taxons néo cultivaveis

Das iscas de barbante foram detectados 258.326 leituras de DNA distribuidas em 34
ASVs fangicos (Figura 8 e Tabela 6), pertencentes aos filos Ascomycota, Basidiomycota,
Mortierellomycota, Chytridiomycota e Rozellomycota. A maioria das ASVs fungicas (27) foi
detectada no barbante obtido do lago Hennequin (llha Rei George); no lago Soto (llha
Deception) foram detectadas 13 ASVs. Entre as 34 ASVs fungicos, apenas seis (17,6%)
foram detectadas em ambos os lagos (Figura 9), incluindo os tdxons mais dominantes
Tetracladium marchalianum e Tetracladium sp. Quatorze ASVs foram identificadas apenas
em niveis taxonémicos elevados (reino, filo, classe, ordem, familia) e podem representar
taxons ausentes nas bases de dados consultadas ou serem novas espécies e/ou novos registros
para a Antartica. Tetracladium marchalianum, Tetracladium sp., Rozellomycota sp., Fungal
sp. 1 e Fungal sp. 2 foram os taxons mais comuns nas comunidades de fungos dos lagos e T.
marchalianum e Tetracladium sp. os mais abundantes. No entanto, dentro de ambas as

comunidades, a maioria dos fungos foi representada por taxons intermediarios e raros.
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Numero de Leituras

mTotal ®™Lago Soto ®Lago Hennequin

243941
Ascomyeota 138101
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Basidiomyeota
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Rozellonyeota | 4

3666
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Mortievellomycota g

Figura 8. Numero de sequéncias de amplicons variantes de fungos (ASVs) detectadas nas
iscas de barbante implantadas no Lago Hennequin (llha Rei George) e no Lago Soto (llha

Deception), Antartica.

Lago Lase
Hennequin S f
oto
Tamanho de cada lista
26
13
7 0 i -
Lago Hennequin Lago Soto
Numero de elementos: especificos (1) ou compartilhados por 2, 3, ..., listas
e z

2 1

Figura 9. Diagrama de Venn demonstrando a similaridade das comunidades de fungos nao
cultivaveis detectados nas amostras de barbante dos lagos Hennequin (llha Rei George) e Soto
(1lha Deception).
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Tabela 6. Numero de leituras de sequéncias de amplicons variantes (ASVs) detectadas nas
iscas de barbante depositadas por dois anos em lagos das Ilhas Shetland do Sul, Antartica.

Lago Hennequin Ilha Deception

Filo ASV* (Ilha Rei George) (Lago Soto)  Total
142
Tetracladium marchalianum 5.971** 136.834 0518
99.39
Tetracladium sp. 98.363 1.029 2
Thelebolus globosus 627 0 627
Arthoniomycetes sp. 543 0 543
Helotiales sp. 220 0 220
Microdochium lycopodinum 0 190 190
Gyoerffyella entomobryoides 42 0 42
Ascomycota Alatospora acuminata 28 0 28
Knufia peltigerae 25 0 25
Penicillium sp. 0 22 22
Chalara pseudoaffinis 14 0 14
Penicillium herquei 0 14 14
Leotiomycetes sp. 0 7 7
Cladosporium sp. 0 5 5
Hypocreales sp. 4 0 4
Ramalinaceae sp. 3 0 3
Microbotryomycetes sp. 276 0 276
Mrakia frigida 233 0 233
Microbotryomycetes sp. 43 0 43
Basidiomycota Goffeauzyma sp. 20 0 20
Glaciozyma antarctica 18 0 18
Pucciniomycetes sp. 13 0 13
Mastigobasidium sp. 11 0 11
Leucosporidiaceae sp. 7 0 7
Mortierella gamsii 5 5
Mortierellomycota  Mortierella sp. 3 0 3
Mortierella parvispora 0 2 2
Chytridiomycota sp. 1 189 11 200
Chytridiomycota Rhizophydium sp. 25 0 25
Chytridiomycota sp. 2 3 0 3
Paranamyces uniporus 2 0 2
Rozellomycota sp. 3.666 4 3.670
Rozellomycota  Fungal sp. 1 5.096 996 6.092
Fungal sp. 2 3.703 59 3.762

*ASVs = sequéncias de amplicons variantes. **nimero de leituras.
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5.2.1. Analise da diversidade da comunidade fingica néo cultivavel

As curvas de rarefacdo de Mao Tao das comunidades fungicas de ambos os lagos,
consideradas separadamente e da comunidade fungica total, alcancaram a assintota (Figura 10),
indicando que os dados fornecem uma boa descricdo da amostragem obtida. A comunidade fungica
total detectada apresentou indices moderados de diversidade (Fisher o), riqueza (Margalef) e
dominancia (Simpson). No entanto, os indices diferiram entre os lagos (Tabela 7). Os maiores

indices de diversidade fungica foram detectados no Lago Hennequin.

a b c

361 274 18
321 244 16 1
284
24 4
20 4
16
12 4

Taxons (95% de confianga)
Taxa (95% confidence)

(Y

1
Taxa (95% confidence)

=

1

0 T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T 0 T T T T T T T T
30000 60000 90000 1,2E05 1,5E05 1,8E05 2,1E05 2,4E05 12000 24000 36000 48000 60000 72000 84000 96000,08E05 16000 32000 48000 64000 80000 960001,12E03,28E05

Espécimes Espécimes Espécimes

Figura 10. Curvas de rarefacdo de sequéncia de amplicons variantes de fungos (ASVs) obtidas de
iscas de barbante: (a) comunidade fangica total em ambos os lagos, (b) Lago Hennequin, Ilha Rei
George e (c) Lago Soto, Ilha Deception, llhas Shetland do Sul, Antartica. As linhas azuis representam

limites de confianca de 95%.

Tabela 7. indices ecoldgicos do DNA flngico de agua doce recuperado de iscas de barbante

depositadas no Lago Hennequin, Ilha Rei George e Lago Soto, llha Deception, Ilha Shetlands do Sul,

Antartica.

< Lago Hennequin  Lago Soto (llha

Indice (Ilhga Rei Gegrge) geceptio(n) Total
Numero de leituras 119.148 139.178 258.326
Numero de ASVs 27 13 34
Fisher-a 2,5 1,11 3,0
Margalef 2,22 1,0 2,64
Simpson 0,31 0,03 0,55
Temperatura (°C) 6,5 4,9 -
Condutividade (mS cm™) 105 313 -

pH 9 9,2 -
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ASVs = sequéncias de amplicons variantes.

6. DISCUSSAO
Isolamento e identificacdo de fungos cultivaveis

Existem poucos relatos detalhados de comunidades de fungos em lagos de agua continental da
Antértica, a maioria deles se econtra na Antartica maritima em comparacdo com aqueles na Antéartica
continental (Ellis-Evans, 1996; Brunatti et al., 2009; Gongalves et al., 2012; Ogaki et al., 2019a). Em
relacdo a diversidade da microbiota lacustre, ha variagdo nas comunidades de micro-organismos de
acordo com o gradiente de temperatura que ocorre latitudinalmente no continente (Ogaki et al.,
2019a). Nesse trabalho observamos que os indices de Fisher (diversidade) e Margalef (riqueza)
apresentaram maiores valores no lago com pH mais baixo e condutividade mais alta (Kroner Lake,
Ilha Deception — biofilme), ou seja, possivelmente ha uma maior quantidade de matéria organica na
agua desse lago. Além disso, nota-se que o indice de Simpson (dominancia) foi menor nesse lago
com pH mais baixo e alta condutividade, ou seja, menos taxons dominaram as amostragens do
mesmao.

Brunati et al. (2009) analisaram a diversidade de fungos e sua bioprospeccdo na regido de
Victoria Land; eles isolaram fungos de lagos nas Colinas Larsemann (Lagos Manning e Rei), Colinas
Vestfold (Lagos Ace e Druzby) e Vales Secos McMurdo (Lagos Fryxell e Hoare). Nesse estudo
foram identificados géneros de fungos psicrofilicos como Thelebolus e Pseudogymnoascus, bem
como as espécies cosmopolitas adaptadas ao frio, como Acremonium, Aspergillus, Beauveria,
Cladosporium, Curvularia, Debaromyces e Penicillium. Propagulos fungicos de taxons pertencentes
aos géneros Rhodotorula, Aureobasidium, Penicillium, Cystofilobasidium, Aspergillus, Cryptococcus
e Pseudozyma foram detectados em antigas secOes de gelo do Lago Vostok da Antartica que tinham
de 3-5 mil anos (D'Elia et al., 2009), bem como em sec¢des de gelo glacial profundas de 1-2 milhdes
de anos. Esses dados indicaram que o Lago Vostok contém uma mistura de espécies de fungos
psicrotolerantes heterotroficos (D’Elia et al., 2009). Espécies de leveduras dos antigos géneros
polifiléticos Rhodotorula e Cryptococcus foram encontradas nas camadas glaciais antigas e
profundas do centro do Lago Vostok (Poglazova et al., 2001; Abyzov et al., 2004).

Bacias lacustres permanentemente cobertas de gelo localizadas nos Vales Taylor e Miers
(incluindo duas amostras do Lago Bonney) foram analisadas com base na diversidade e na
composicao da comunidade fangica utilizando um metodo de anélise independente de cultura (Rojas-
Jimenez et al., 2017). Rozellomycota e Chytridiomycota dominavam nas comunidades de fungos de
todos os lagos e Rozellomycota era particularmente dominante nos lagos Miers, Bonney West e

Fryxell, enquanto Chytridiomycota era dominante em Bonney East e Hoare (Rojas-Jimenez et al.,
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2017). Além disso, membros de Ascomycota, Mortierellomycota, Blastocladiomycota e
Basidiomycota também estiveram presentes; entre eles Basidiomycota foi dominante na camada
superior do Lago Hoare e os principais géneros identificados foram Glaciozyma e Mrakia (Rojas-
Jimenez et al, 2017; Ogaki et al, 2019a). Rogers et al. (2013) utilizaram
metagendmica/metatranscriptdmica para analisar o gelo derretido do Lago Vostok e observaram que
apenas cerca de 6% das sequéncias Unicas eram mais proximas de eucariotos. Desses, foram
identificados taxons os filos Ascomycota, Basidiomycota e Mucoromycota.

O Filo Ascomycota foi 0 mais representado dentre as espécies encontradas no presente
trabalho, apresentando géneros que incluem espécies cosmopolitas adaptadas ao frio e endémicas.
Espécies do género Pseudogymnoascus, detectadas tanto nas iscas de barbante quanto no biofilme,
sdo frequentemente encontradas em regides polares e sdo abundantes na Antartica, onde podem
representar novas espécies endémicas que apresentem papel ecoldgico desconhecido (Rosa et al.,
2019b). Segundo Diaz et al. (2019), esses fungos sdo produtores de metabolitos secundarios com
propriedades bioativas relevantes e de enzimas com potenciais aplicagdes biotecnoldgicas.
Pseudogymnoascus verrucosus, a espécie com o maior numero de isolados encontrados no presente
trabalho (27), ja foi relatada no continente antartico em invertebrados marinhos (Godinho et al.,
2019), sedimentos de lagos (Ogaki et al., 2020c), solos (Gomes et al., 2018), rochas (Alves et al.,
2019) e sedimentos marinhos (Ogaki et al., 2020a).

O género Antarctomyces, detectado no biofilme, esta relacionado a Thelebolaceae e abriga
apenas duas espécies, Antarctomyces psychrotrophicus e Antarctomyces pellizariae, as quais séo
psicrofilicas e endémicas do continente antartico (Stchigel et al., 2001; de Menezes et al., 2017). A
espécie encontrada no presente trabalho, Antarctomyces psychrotrophicus, ja foi encontrada em
macroalgas (Loque et al., 2010; Furbino et al., 2014; Ogaki et al., 2019b), sedimentos de lagos
(Ogaki et al., 2020c), invertebrados (Simdes et al., 2019), lagos (Gongalves et al., 2012), liquens
(Santiago et al., 2015) e solo (Arenz et al., 2006).

Detectado em biofilme nesse trabalho, Beauveria € um género cosmopolita anamorfico de
patogenos de artropodes que inclui espécies agronomicamente importantes, uma vez que podem ser
utilizadas como micoinseticidas para o controle bioldgico de insetos pragas (Rehner et al., 2011).
Esses fungos produzem uma grande variedade de metabdlitos secundarios biologicamente ativos,
como pigmentos e antibidticos peptidicos (Vey et al., 2001). Segundo Campos et al. (2005), a
capacidade da especie Beauveria amorpha para o controle biologico ainda néo foi estudada, mas ela
possui caracteristicas endofiticas e entomopatogénicas, produzindo varias enzimas extracelulares
hidroliticas, incluindo proteases e quitinases. Esse parece ser o primeiro relato dessa espécie na

Antartica.
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Uma espécie do género Metschnikowia foi detectada no biofilme lacustre coletado na llha
Deception, um género conhecido por espécies que utilizam sacarose e I-sorbose e, em sua maioria,
sdo moderadamente fermentativas, aléem de produzirem proteases e lipases extracelularmente, as
quais podem auxiliar na patogenicidade (Lachance, 2016). Segundo Batista et al. (2017),
Metschnikowia australis € uma espécie endémica da Antartica, podendo apresentar caracteristicas
metabdlicas Unicas que auxiliem na sua sobrevivéncia em condigdes tao estressantes. No continente
antartico essa espeécie ja foi encontrada em macroalgas (Furbino et al., 2014), esponjas (Vaca et al.,
2013), sedimento marinho (Vaz et al., 2011), agua do mar (Vaz et al., 2011; Gongalves et al.,
2017b), solo (Martinez et al., 2016) e invertebrados (Godinho et al., 2019; Simdes et al., 2019).

O género Thelebolus foi detectado nas iscas de barbante implantadas em ponta Hennequin
(Ilha Rei George), e é conhecido por combinar psicrofilia com crescimento em guano, sugerindo que
as linhagens dos lagos se originaram de vetores de aves (de Hoog et al., 2004). Thelebolus globosus,
a segunda espécie com o maior numero de isolados encontrados no presente trabalho (24), é
endémica da Antartica e apresenta uma distribuicdo mais limitada, sugerindo que vive em submerséo
durante grande parte do seu ciclo de vida (de Hoog et al., 2004) e pode ser encontrada em
invertebrados (Godinho et al., 2019), rocha (Alves et al., 2019), sedimentos de lagos (Ogaki et al.,
2020c), macroalga (Furbino et al., 2014), solos ornitogénicos (Alias et al., 2013), neve (de Menezes
et al., 2019a) e lago permanentemente coberto de gelo (Connell et al., 2018).

Téxons de Helotiales foram detectados nas iscas de barbante. Helotiales é uma das ordens de
fungos mais diversa, com mais de 350 géneros e mais de 2.000 espécies e inclue muitos patdgenos de
plantas importantes (Youssar et al., 2013), a qual esta entre as ordens mais representativas de fungos
encontrados nos solos da Antartica, atingindo 41-56% das sequéncias (Newsham et al., 2018). Essa
ordem ja foi relatada em diversos substrados da Antartica, como solo (Newsham et al., 2018),
permafrost e camada ativa (da Silva et al., 2020), sedimentos de lagos (Ogaki et al., 2020c),
macroalga (Godinho et al., 2013), musgo (Rosa et al., 2020) e lagos (Goncalves et al., 2012; Ogaki et
al., 2020b; de Souza et al., 2021).

Chalara, encontrado nas iscas de barbante, € um género de fungos anamorficos que vivem
principalmente como saprotréficos de serapilheira, muitos deles em serapilheira de coniferas, sendo
que varias espécies parasitam arvores ou liquenes (Koukol, 2011). Esse género ja foi relatado em
alguns substratos da Antartica, como musgo (de Carvalho et al., 2019; Rosa et al., 2020) e liquen
(Santiago et al., 2015; de Carvalho et al., 2019).

O género Penicillium foi isolado tanto das iscas de barbante quanto do biofilme. Penicillim é
um importante género do filo Ascomycota, encontrado no ambiente natural e também na produgdo de

alimentos e medicamentos, sendo que, como destaque, alguns membros do género produzem
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penicilina, uma molécula utilizada como antibidtico que mata ou interrompe o crescimento de certos
tipos de bactérias (Yadav et al., 2018). O género possui distribuicdo mundial e grande impacto
econémico na vida humana, considerando que sua principal funcdo na natureza € a decomposicao de
materiais organicos, onde as espécies causam podriddes devastadoras como patdgenos pré e poés-
colheita em plantagdes de alimentos, bem como para a produgéo de uma ampla gama de micotoxinas
(Frisvad & Samson, 2004; Yadav et al., 2018). A capacidade metabdlica de ciclagem de nutrientes de
Penicillium se deve a producdo de enzimas hidroliticas (YYadav et al., 2018). Por ser cosmopolita, o
género ja foi relatado em diversos substrados na Antartica, como sedimentos marinhos (Goncalves et
al., 2013; Ogaki et al., 2020a), esponja (Shah et al., 2020), gelo glacial e neve (de Menezes et al.,
2019b; de Menezes et al., 2020), solo oligotrofico (Godinho et al., 2015), macroalga (Godinho et al.,
2013) e rochas (Gongalves et al., 2017a).

Por outro lado, o género Arthroderma, detectado no biofilme, engloba espécies de
dermatdfitos geofilicos que raramente causam infeccbes superficiais em humanos e animais, sendo o
género mais diverso entre os dermatéfitos, englobando espécies que ocorrem em solo, cavernas, tocas
de animais, material clinico e outros ambientes (Hainsworth et al., 2021). Na Antartica o género ja
foi identificado em musgo (de Carvalho et al., 2019) e invertebrado (Simdes et al., 2019).

O género ascomiceto Tetracladium, detectado no biofilme, é mais conhecido por conter
hifomicetos aquaticos, que sdo importantes decompositores em teias alimentares de riachos, mas
podem ser encontrados em diversos ecossistemas, como solos, plantas, solos glaciais e subglaciais,
mar, a altitudes elevadas, e abrangendo o globo desde o Artico até a Antartica (Anderson &
Marvanova, 2020). Na Antartica o género ja foi relatado em lagos (Ogaki et al., 2020b; de Souza et
al., 2021), rochas (Alves et al., 2019), musgos (de Carvalho et al., 2019) e solo (Bridge & Newsham,
2009; Duran et al., 2019).

O género Debaryomyces, isolado no biofilme, compreende espécies generalistas de leveduras
ascomicetas tolerantes ao sal e ao frio, capazes de colonizar ambientes extremos e diversos nichos
ecologicos, bem como uma variedade de produtos alimenticios fermentados; além disso, esse género
geralmente ndo € considerado nocivo, embora vérias infeccdes, incluindo fungemia e micose
disseminada devido a essa levedura, tenham sido documentadas em pacientes imunocomprometidos e
imunocompetentes (Torriani, 2018). As atividades proteolitica e lipolitica das espécies de
Debaryomyces tém sido utilizadas na inddstria alimenticia (Martorell et al., 2005). Na Antartica o
género ja foi relatado em rochas (Goncalves et al., 2017a), neve (de Menezes et al., 2019a), solo
(Godinho et al., 2015), sedimento marinho (Zhang et al., 2012), fezes de pinguim (Chryssanthou et
al., 2011), invertebrados marinhos (Godinho et al., 2019; Simdes et al., 2019), lagos (Ogaki et al.,
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2019a), biofilme em superficie de poga de degelo, briofitas e plantas vasculares (Ferreira et al.,
2019).

O Filo Basidiomycota foi o segundo mais frequente nos isolados do presente estudo. Segundo
Wuczkowski et al. (2011), o género Holtermanniella, detectado no biofilme, é frequentemente
encontrado de regides temperadas a frias, sendo que duas das cinco espécies conhecidas,
Holtermanniella wattica e Holtermanniella nyarrowii, foram originalmente descritas no continente
antartico. Holtermanniella wattica ja foi descrita na Antartica em solos (Tsuji, 2018), briofitas (de
Carvalho et al., 2019; Ferreira et al., 2019), neve (de Menezes et al., 2019a) e sedimento de lago
(Ogaki et al., 2020c).

Diversas espécies do género Leucosporidium, detectado tanto nas iscas de barbante quanto no
biofilme, sdo conhecidas de regibes polares (Summerbell, 1983). Na Antartica, a espécie
Leucosporidium fragarium ja foi encontrada em sedimento de lago (Ogaki et al., 2020c), neve (de
Menezes et al., 2019a), bridfitas (de Carvalho et al., 2019; Ferreira et al., 2019), lagos (Brandao et
al., 2017), biofilme e angiospermas (Ferreira et al., 2019). J& Leucosporidium muscorum, foi relatada
em sedimento de lago (Ogaki et al., 2020c), lagos (Brandao et al., 2017), macroalga (Duarte et al.,
2016; Furbino et al., 2018), sedimento marinho e planta vascular (Vaz et al., 2011).

Os membros do género Vishniacozyma, detectado nas iscas de barbante, foram
frequentemente observados em associacdo com flores visitadas por passaros e foram capazes de
crescer em néctar artificial (Yurkov & Pozo, 2017). Vishniacozyma victoriae é uma espécie de
levedura cosmopolita que ja foi isolada de ambientes frios ao redor do mundo (Tsuji, 2018) e na
Antartica ja foi relatada em sedimentos de lagos (Ogaki et al., 2020c), solo (Tsuji, 2018), lagos
(Branddo et al., 2017), neve (de Menezes et al., 2019a), angiospermas (de Carvalho et al., 2019;
Ferreira et al., 2019), liquens (de Carvalho et al., 2019), rocha (Alves et al., 2019), invertebrado
(Godinho et al., 2019), bridfitas e biofilme (Ferreira et al., 2019).

Segundo Thomas-Hall et al. (2010), Mrakia, isolado tanto das iscas de barbante quanto do
biofilme, € um género quase inteiramente composto por linhagens isoladas de ambientes frios, como
Antértica, Groelandia, Alpes e Islandia, sendo capazes de utilizar D-xilose, L-arabinose, a-trealose,
salicina, rafinose, D-sorbitol, D-manitol, D-gluconato, D-glucuronato e nitrato, mas ndo eritritol.
Mrakia blollopis ja foi relatada em solo (Carrasco et al., 2012; Duarte et al., 2018), tapete de algas
em sedimentos (Duarte et al., 2018) e angiosperma (Ferreira et al., 2018).

Dentre as espécies de leveduras isoladas de habitats frios, as pertencentes ao género
Goffeauzyma, detectado nas iscas de barbante, sdo umas das mais frequentes da criosfera, mas

também foram relatadas em habitats ndo extremos (climas boreais e temperados) (Buzzini et al.,
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2018). Na Antértica o género ja foi relatado em solo (Biatkowska et al., 2017; Gomes et al., 2018;
Tsuji, 2018), sedimentos de lagos (Ogaki et al., 2020c) e liquen (de Carvalho et al., 2019).

A sintese de diversos carotenoides comercialmente importantes (p-caroteno, toruleno,
torularodina e astaxantina) por vérias espécies de leveduras pertencentes ao género Rhodotorula,
isolado tanto das iscas de barbante quanto do biofilme, levou a considerar esses microrganismos
como potenciais fontes de pigmentos (Frengova & Beshkova, 2009). A espécie Rhodotorula
mucilaginosa apresenta varias aplicacGes biotecnoldgicas, como biorremediacdo, producdo de
pigmentos e degradacdo de plastificantes, além de estar relacionada com a microbiota humana (fezes,
pele, escarro e trato digestivo) e ser capaz de causar infeccdo em hospedeiro imunocomprometido
(Sampaio, 2011). Na Antartica, essa espécie ja foi relatada em liquens (Duarte et al., 2013; Santiago
et al., 2015), angiosperma (Santiago et al., 2017), gelo marinho (Kan et al., 2019), macroalga (Loque
et al., 2010; Furbino et al., 2014; Furbino et al., 2018), rocha (Gongcalves et al., 2017a; Alves et al.,
2019), solo (Connell et al., 2008; Troncoso et al., 2017), solo ornitogénico (de Sousa et al., 2017),
invertebrados (Duarte et al., 2013; Godinho et al., 2019), alga (Loque et al., 2010; Duarte et al.,
2013), gelo (de Menezes et al., 2020) e neve (de Menezes et al., 2019a).

O género Cystobasidium, detectado nas iscas de barbante, apresenta como principal
caracteristica a associagdo micoparasitaria com ascomicetos coproéfilos, como Lasiobolus, Saccobolus
e Thelebolus (Sampaio & Oberwinkler, 2011), sendo esse ultimo também relatado no presente
trabalho. A espécie Cystobasidium laryngis, isolada na Antartica, ja foi relatada como produtora de
esterase, lipase, gelatinase e fosfatase alcalina (Martorell et al., 2017; Troncoso et al., 2017). No
continente antartico, ha relatos dessa espécie em angiosperma (Santiago et al., 2017; de Carvalho et
al., 2019; Ferreira et al., 2019), solo (Troncoso et al., 2017), briofitas (de Carvalho et al., 2019;
Ferreira et al., 2019), macroalga (Furbino et al., 2014), sedimento de lago e 4gua do mar (Vaz et al.,
2011). A espécie Hamamotoa singularis (Sporobolomyces singularis) foi descrita associada as fezes
de insetos sob a casca de Tsuga heterophylla (Cicuta Ocidental) e é uma espécie ndo pigmentada
(Phaff & do Carmo-Sousa, 1962). No ambiente antartico essa espécie ja foi isolada na neve (de
Menezes et al., 2019a).

Mortierella, isolado tanto das iscas de barbante quanto do biofilme, pertencente ao Filo
Mortierellomycota, € um género conhecido pelo seu potencial na producéo de lipidios, uma vez que
uma parcela significativa do lipidio fangico apresenta acidos graxos essenciais, 0s quais tém sua
quantidade extremamente variavel entre as espécies desse género (Dyal & Narine, 2005). A espécie
Mortierella gamsii ja foi relatada no continente antartico em musgos (de Carvalho et al., 2019),
invertebrados (Simdes et al., 2019), solo (Ding et al., 2016) e liquens (Santiago et al., 2015). Por fim,

nesse estudo os taxons Tetracladium, Thelebolus, Helotiales, Chalara, Mrakia, Goffeauzyma,
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Mortierella e Penicillium foram encontrados utilizando tanto as técnicas para obtencdo de fungos

cultivaveis quanto nas analises do eDNA para fungos nédo cultivaveis.

Producao enzimatica pelos fungos cultivaveis
A crescente demanda por novos ou melhores biocatalisadores com diferentes seletividade de

substrato, seletividade quiral, estabilidade e atividade em varios pH’s e temperaturas pode ser
atendida por meio da investigacdo de microrganismos, 0 maior reservatério de atividades biologicas
na natureza (Bruno et al., 2019). Devido a sua complexidade estrutural e funcional, 0 uso de enzimas
naturais em biotecnologia tem sido limitado nas Ultimas décadas, sendo que essas enzimas
geralmente requerem modificacdo para uso industrial (melhorias na eficiéncia catalitica, estereo
seletividade e estabilidade por meio de estratégias de engenharia combinatéria); as tecnologias de
engenharia de proteinas permitem desenvolver enzimas altamente ativas em alvos ndo naturais, na
presenca de solventes organicos, e até enzimas para transformacgdes quimicas ndo encontradas na
natureza (Bruno et al., 2019). Até 40% das reacGes quimicas industrialmente relevantes que
requerem solventes organicos prejudiciais ao meio ambiente podem ser substituidas por catalise
enzimatica até 2030; espera-se que seu mercado alcance $ 7,0 bilhdes em 2023, ante $ 5,5 bilhdes em
2018, com uma taxa de crescimento anual de 4,9% para o periodo 2018-2023; os detergentes
industriais atingirdo US $ 10,8 bilhdes em 2022, com uma taxa de crescimento anual de 4,2% para o
periodo 2017-2022, enquanto o mercado global de enzimas nas industrias de alimentos e bebidas
devera crescer de US $ 1,8 bilhdo em 2017, para quase $ 2,2 bilhGes até 2022, com uma taxa de
crescimento anual de 4,6% de 2017 a 2022 (Staff, 2018; Bruno et al., 2019).

Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram com os descritos por Krishnan et al.
(2011), Carrasco et al. (2012), Duarte et al. (2013), Carrasco et al. (2016), Martinez et al. (2016),
Martorell et al. (2017), Troncoso et al. (2017), Furbino et al. (2018), Poveda et al. (2018), Tsuiji
(2018) e Martorell et al. (2019b), nos quais os taxons de fungos isolados da Antartica
(Vishniacozyma victoriae, Cystobasidium laryngis, Holtermanniella sp., Rhodotorula mucilaginosa,
Leucosporidium sp., Hamamotoa sp., Mrakia blollopis, Metschnikowia australis, Beauveria sp.,
Pseudogymnoascus sp., Debaryomyces sp., Leucosporidium muscorum, Helotiales sp.,
Antarctomyces sp., Thelebolus sp., Goffeauzyma sp. e Tetracladium sp.) também produziram algumas
das enzimas aqui relatadas, apesar de todos os trabalhos ndo avaliarem as mesmas enzimas de todos
os isolados aqui encontrados.

Diferente do relatado por Krishnan et al. (2011) e Martorell et al. (2019), que encontraram
isolados de Mortierella sp. capazes de produzir celulase, lipase e protease, nossos isolados do mesmo

género foram o0s uUnicos que ndo produziram nenhuma das enzimas testadas. Como relatado na
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Tabela 1, a producdo de todas essas enzimas aqui estudadas ja foi relatada por fungos isolados de
ambientes frios. Arthroderma sp. UFMGCB 17052 foi capaz de produzir gelatinase, 0 que parece ser

0 primeiro relato dessa atividade enzimatica para o género.

Identificacdo de fungos néo cultivaveis
O conhecimento da diversidade de fungos de agua doce presente nos lagos da Antértica tem

aumentado nos ultimos anos. No entanto, até o0 momento, a maioria dos estudos tem sido baseada
principalmente na cultura tradicional e abordagens morfoldgicas (Ogaki et al., 2019a) e estudos
envolvendo o uso de abordagens de metabarcoding permanecem escassos. Rojas-Jimenez et al.
(2017) utilizaram o metabarcoding para estudar os fungos de agua doce presentes em lagos cobertos
de gelo dos Vales Secos de McMurdo, Antartica Continental e detectaram sequéncias representando
taxons dos filos Cryptomycota, Chytridiomycota, Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota
tradicional e Blastocladiomycota, em ordem decrescente de dominancia.

O presente estudo, usando iscas de algoddo depositadas em lagos nas Ilhas Shetlands do Sul
por dois anos continuos, revelou a presenca de uma diversidade fungica moderada quando comparada
com estudos usando abordagens de cultivo. Os lagos aqui estudados foram dominados por membros
dos filos Ascomycota, Rozellomycota e Basidiomycota, com menos representantes de
Chytridiomycota (quitridios) e Mortierellomycota. Dentre os taxons identificados, os conhecidos
hifomicetos aquéaticos T. marchalianum e Tetracladium sp. foram as ASVs dominantes. Também
detectamos o DNA de Thelebolus globosus, Microdochium lycopodinum e Mrakia frigida, que
representam componentes intermediarios conhecidos como fungos comuns presentes na Antartica (de
Hoog et al., 2005; Bridge & Spooner, 2012; Carvalho et al., 2020; Rosa et al., 2020a) e Alatospora
acuminata, Paranamyces uniporus e Knufia peltigerae, taxons raramente registrados para a Antartica
e detectados como componentes menos abundantes (Bridge & Spooner, 2012; Rosa et al., 2019a).
Muitos dos outros taxons de fungos detectados, incluindo algumas ASVs dominantes (Rozellomycota
sp., Fungal sp. 1, Fungal sp. 2) sO0 puderam ser atribuidos a niveis taxondmicos mais altos,
fornecendo mais evidéncias de que existem muitos tdxons de fungos atualmente desconhecidos na
Antartica (Rosa et al., 2020b,c,d).

Os maiores indices de diversidade, riqueza e dominancia da comunidade fungica detectados
no Lago Hennequin podem ser devido as condi¢gBes mais amenas de temperatura e condutividade
desse lago, quando comparados com aqueles do Lago Soto. Além disso, o Lago Hennequin é mais
raso e recebe mais intensidade de luz do que o Lago Soto, o que pode levar a uma maior
produtividade biol6gica. O Lago Hennequin é cercado por grandes tapetes de musgos, que irdo

inserir matéria organica abundante no lago. Em contraste, o Lago Soto € mais profundo, mais frio,
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mais escuro e pode apresentar baixa produtividade fitoplanctonica. Alem disso, a Ilha Deception é
uma ilha geologicamente jovem, cujos substratos vulcanicos levam a uma drenagem geralmente alta,
e 0 desenvolvimento de musgo e vegetacao de liquen € muito mais limitado ao redor do Lago Soto.

O género Tetracladium (Ascomycota, Leotiomycetes, Helotiales) inclui hifomicetos aquaticos
conhecidos, incluindo T. marchalianum que ocorre globalmente em ambientes tropicais, subtropicais
e temperados (Abdel-Raheem & Ali, 2004; Anderson & Shearer, 2011; Kirk et al., 2011). Os
hifomicetos aquaticos sdo fungos saprotroficos importantes e sdo mediadores importantes do fluxo de
energia e nutrientes em teias alimentares de agua doce (Suberkropp, 2001). Tetradadium
marchalianum é um hifomiceto saprofitico aquatico comum em tecidos mortos e em decomposicao
(Karling, 2018). De acordo com Abdel-Raheem & Ali (2004), T. marchalianum produz enzimas
lignoceluloliticas extracelulares como a celulase e representa um componente importante da
comunidade fangica aquética Ingoldiana, também conhecidos como hifomicetos aquaticos e de agua
doce que inclui espécies de fungos anamdrficos capazes de crescer e esporular em ecossistemas
aquaticos como rios, riachos ou lagos (Bérlocher, 1992). Membros do género foram detectados
anteriormente em lagos antarticos usando técnicas de cultura (Brunatti et al., 2009; Tsuiji et al., 2013;
Rojas-Jimenez et al., 2017; Connell et al., 2018; Ogaki et al., 2020b); no entanto, nossa detec¢édo de
T. marchalianum é a primeira nos lagos antarticos. A detec¢do e identificacdo de fungos Ingoldianos
geralmente requer o exame da morfologia dos esporos. Nosso estudo demonstra uma abordagem
alternativa eficaz para sua detec¢do nos lagos antarticos.

Membros do género Thelebolus também séo distribuidos globalmente (Crous et al., 2004). As
espécies ocorrem em ambientes articos e antarticos, incluindo algumas consideradas psicrotolerantes
(Kobayasi, 1967; Montemartini et al., 1993). Espécies de Thelebolus sdo frequentemente relatadas
em lagos da Antéartica (de Hoog et al., 2005; Brunati et al., 2009; Gongcalves et al., 2012; Connell et
al., 2018). Microdochium lycopodinum foi originalmente recuperado de caules vivos e
posteriormente mortos e folhas de Spinulum annotinum (Lycopodium annotinum) e tem uma
distribuicio conhecida na Europa Central boreal (Austria, Alemanha) (Walter & Hermann, 2012). Na
Antértica, M. lycopodium foi relatado como um endofito do musgo Polytrichastrum alpinum
(Carvalho et al., 2020) e no ar sobre a Peninsula de Keller, llha Rei George (Rosa et al., 2020c).
Mrakia € um género basidiomiceto de leveduras que inclui espécies psicrofilicas e psicrotolerantes
encontradas em habitats frios, incluindo lagos antarticos (Brunatti et al., 2009; Tsuji et al., 2013;
Rojas-Jimenez et al., 2017; Connell et al., 2018; Ogaki et al., 2020b).

O género Alatospora (Leotiaceae) inclui espécies amplamente distribuidas em agua doce
(Kirk et al., 2011), incluindo a Ingoldiana Alatospora acuminata, que foi relatada como capaz de

colonizar madeira submersa e serapilheira em ambientes temperados e tropicais
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(https://www.discoverlife.org; Lindsey & Glover, 1976; Fiuza et al., 2017). O género Paranamyces
(Rhizophydiales; Chytridiomycota) inclui a espécie Unica Paranamyces uniporus, que foi registrada
em habitats andxicos, salinos ou sulfurosos, como manguezais, solos de lama, planicies de lama,
lamas vulcénicas, dgua doce e sedimentos costeiros em ecossistemas temperados da Argentina e 0s
Estados Unidos (Letcher et al., 2015; Page & Flannery, 2018). O género Knufia compreende
leveduras pretas e tem seis espécies conhecidas (He et al., 2013). Knufia peltigerae foi descrita pela
primeira vez com seu ascoma em talos de espécies do género liquen Peltigera (Réblova et al., 2013),
que ocorrem na Antartica (Zufiga et al., 2015). Nossos registros das espécies A. acuminate, P.

uniporus e K. peltigerae sdo os primeiros de ambientes de 4gua doce na Antartica.

7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que os lagos amostrados nas ilhas Rei
George e Deception possuem alta diversidade de assembleias fungicas cultivaveis, as quais
demonstraram producdo de diferentes enzimas ativas a baixas temperaturas que podem auxiliar esses
micro-organismos a sobreviverem nas condi¢cBes extremas da Antartica. Dentro das assembleias
foram detectadas espécies cosmopolitas adapatadas ao frio e endémicas, como Penicillium spp. e
Antarctomyces psychrotrophicus, respectivamente. A producéo das enzimas estudadas ja foi relatada
por fungos isolados de ambientes frios; condudo, o isolado Arthroderma sp. UFMGCB 17052 foi
capaz de produzir gelatinase, 0 que parece ser o primeiro relato da producdo dessa enzima para o
género.

Além disso, o uso de uma abordagem de metabarcoding revelou uma porcdo criptica da
diversidade de fungos de &gua continental nos lagos da Antartica, incluindo espécies ndo detectadas
utilizando métodos com meios de cultura tradicionais. O alto nimero de leituras de DNA detectadas
dos hifomicetos saprotroficos aquaticos conhecidos T. marchalianum e Tetracladium sp. em iscas de
barbante submersas em lagos por dois anos sugere que esses taxons fungicos podem ter um papel
funcional importante na degradacdo de material organico (como material vegetal) nesse ecossistema
antartico. No entanto, o papel funcional dos fungos de &gua continental nos lagos antarticos, e em
particular na ciclagem de nutrientes, requer uma investigacdo mais aprofundada. Nosso estudo
confirma que o uso de iscas de algoddo por longos periodos em combinagdo com abordagens de
sequenciamento de alto rendimento pode ser apropriado para estudar a diversidade de fungos
residentes nos lagos da Antartica.
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