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RESUMO

Micro-organismos extremofilos sdo aqueles capazes de sobreviver em ambientes onde
os parametros ambientais (fisico e/ou quimico) diferem da normalidade. Estes micro-
organismos nao sé toleram condicdes extremas especificas com também requerem as
mesmas para sobreviver. Este estudo teve como objetivo caracterizar as comunidades de
fungos associados aos talos de liquens presentes em ecossistemas extremos, bem como
avaliar seu potencial em produzir metabodlitos bioativos e buscar tdxons modelos
eucariotos para estudos de astrobiologia. Amostras de liquens foram coletadas em trés
ilhas na Peninsula Antértica (Elefante, Rei George e Deception), em Campo de Altitude
no Brasil (Reserva do Particular do Patrimdnio Natural do Santudrio do Caraca) e no
Deserto do Atacama, Chile. A partir destas amostras foram obtidos 919 isolados
fungicos (812 fungos filamentosos e 107 leveduras). Os fungos obtidos dos liquens
presentes nas ilhas Antérticas foram identificados como pertencentes aos géneros
Antarctomyces, Bensingtonia, Candida, Capnobotryella, Capnodiales, Catenulostroma,
Cladosporium, Cryptococcus, Fusarium, Holtermanniella, Leptosphaeriaceae,
Leucosporidiella, Mrakia, Mortierella, Penicillium, Pseudogymnoascus,
Purpereocillium, Rhodotorula, Thelebolus, Tremella e Yarrowia. Ja os isolados dos
liquens dos Campos de Altitude foram identificados como pertencentes aos géneros
Acremonium, Alternaria, Arthrinium, Aspergillus, Bipolaris, Cladosporium,
Cosmospora, Curvularia, Didymellaceae, Eurotium, Flavomyces, Fusarium,
Lasiodiplodia, Microdiplodia, Montagnula, Neopestalotiopsis, Ochrocladosporium,
Paraconiothyrium, Paraphaeosphaeria, Penicillium, Pestalotiopsis,
Phaeobotryosphaeria, Phoma e Trichoderma. Nas amostras do Deserto do Atacama os
géneros encontrados foram Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Botrytis,
Cladosporium, Colletotrichum, Coniochaeta, Coprinopsis, Cryptococcus, Fusarium,
Gelasinospora, Lecythophora, Meyerozyma, Neopestalotiopsis, Penicillium, Preussia,
Psathyrella, Rhodosporidium, Torulaspora e Ulocladium. Os fungos foram cultivados e
919 extratos etandlicos foram preparados para os estudos de bioprospecgdo, os quais
foram avaliados em ensaios de atividade antimicrobiana. Apds triagem, 37 extratos
apresentaram atividade contra pelo menos um dos micro-organismos alvos (seis extratos
de fungos da Antartica, nove do Campo de Altitude e 22 do Deserto do Atacama). Treze

extratos que apresentaram atividade foram, quimicamente, caracterizados por meio de
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seus espectros de Ressonincia Magnética Nuclear H! (RMN), indicando que nos
extratos de isolados dos géneros Antarctomyces e Leptosphaeriaceae (obtidos na
Antartica), Penicillium, Bipolaris e Pestalotiopsis (do Campo de Altitude) e Alternaria,
Penicillium e Ulocladium (do Deserto do Atacama) podem possuir substancias
aromaticas bioativas. Além disso, 102 isolados de leveduras antarticas foram avaliados
quanto sua capacidade de resistir a radiacdo ultravioloeta (UVC e UV ambiental). As
espécies Rhodotorula laryngis e Rhodotorula mucilaginosa foram capazes de resistir a
intensidades maiores que 900J/m? de radiagio UVC e Rh. mucilaginosa a mais que 30
minutos de exposicao a radiagdo UV ambiental. Neste estudo observamos alta riqueza e
alta diversidade de fungos associados a liquens presentes na Antértica, Campo de
Altitude e Deserto do Atacama com abundancia de espécies cosmopolitas, endémicas e
de possiveis espécies novas. Atividade de bioprospeccdo e a resisténcia a radiacdo

foram relatadas para alguns tdxons descritos.
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ABSTRACT

Micro-organisms are extremophiles those able to survive in environments where
environmental parameters (physical and/or chemical ) differ from normality. These
micro-organisms do not only tolerate too extreme conditions specific to require the
same to survive and it is believed that this plasticity extreme condition affecting the
primary and secondary metabolic pathways. This study aims to characterize the
diversity of fungi associated with lichenized fungi present in extreme ecosystems,
evaluate their potential to produce bioactive metabolites and seek eukaryotic models for
studies of astrobiology. Lichenized fungi samples were collected on three islands on the
Antarctic Peninsula (Elephant, King George and Deception), in Fields Altitude in Brazil
and in the Atacama Desert, Chile. From these samples were obtained from a total of 919
fungal isolates (812 filamentous fungi and 107 yeasts). The fungi present in samples
obtained from Antarctic islands belong to the genera Antarctomyces, Bensingtonia,
Candida, Capnobotryella, Capnodiales, Catenulostroma, Cladosporium,Cryptococcus,
Fusarium, Holtermanniella, Leptosphaeriaceae, Leucosporidiella, Mrakia, Mortierella,
Penicillium, Pseudogymnoascus, Purpereocillium, Rhodotorula, Thelebolus, Tremella
and Yarrowia. The isolates from lichenized fungi in Altitude Fields were identified as
belonging to the genera Acremonium, Alternaria, Arthrinium, Aspergillus, Bipolaris,
Cladosporium, Cosmospora, Curvularia, Didymellaceae, Eurotium, Flavomyces,
Fusarium, Lasiodiplodia, Microdiplodia, Montagnula, Neopestalotiopsis,
Ochrocladosporium, Paraconiothyrium, Paraphaeosphaeria, Penicillium,
Pestalotiopsis, Phaeobotryosphaeria, Phoma and Trichoderma. The samples of the
Atacama Desert the predominant genera were Acremonium, Alternaria, Aspergillus,
Botrytis, Cladosporium, Colletotrichum, Coniochaeta, Coprinopsis, Cryptococcus,
Fusarium, Gelasinospora, Lecythophora, Meyerozyma, Neopestalotiopsis, Penicillium,
Preussia, Psathyrella, Rhodosporidium, Torulaspora e Ulocladium. Fungi were
cultivated and 919 ethanol extracts were prepared for bioprospecting studies, which
were evaluated in antimicrobial activity assays. After screening, 37 extracts showed
activity against at least one target micro-organisms (six extracts of fungi of Antarctica,
nine Field Elevation and 22 of the Atacama Desert) Thirteen extracts showed activity

were chemically characterized through its Nuclear Magnetic Resonance H' (RMN),
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indicating that the isolated extracts of Antarctomyces e Leptosphaeriaceae obtained
from Antarctica; Penicillium, Bipolaris and Pestalotiopsis in Altitude Fields,
Alternaria, Penicillium e Ulocladium the Atacama Desert have aromatic substances and
can be promising sources of bioactive substances. One hundred and two Antarctic yeast
isolates were evaluated for their ability to resist ultravioloeta radiation (UVC and UV
environmental). The species Rhodotorula laryngis and Rhodotorula mucilaginosa were
able to withstand intensities greater than 900J/m? UVC radiation, and R. mucilaginosa
more than 30 minutes of exposure to radiation UV environmental. This study showed
high richness and high diversity of fungi associated with lichens present in Antarctica,
Altitude field and Atacama Desert with plenty of cosmopolitan species, endemic and
possible new species. Bioprospecting activity and radiation resistance have been

reported for some taxa described.
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1 INTRODUCAO

Os micro-organismos presentes em ambientes extremos, os quais incluem os
fungos, vem sendo investigados a respeito de sua distribui¢do, ecologia, aplicacdes
biotecnoldgicas e como modelos para estudos de astrobiologia. Adaptados a diferentes
condicdes extremas de radiacdo, dessecacdo, salinidade, pH, pressdo e temperatura, os
micro-organismos extremofilos possuem caracteristicas diferenciadas em relacdo a
outros organismos, o que lhes propiciam sobreviver em condi¢cdes extremas
(GOSTINCAR et al., 2010). Algumas espécies de extremofilos podem apresentar ampla
distribuicdo geografica, entretanto, alguns tdxons tem se mostrado endémicos de
algumas regides restritas do planeta. Estudos evolutivos como padrdes compartilhados
em filogenia, morfologia e dindmica de populacdes sdo observados em estudos de
fungos que habitam ambiente extremo de baixa temperaturas, pH, pressdo, baixa
disponibilidade de dgua e elevada salinidade (GOSTINCAR et al., 2010).

Entre os grupos microbianos, diferentes estudos demonstram que metabolitos
bioativos produzidos por fungos sdo importantes fontes para o desenvolvimento de
diferentes medicamentos (STROBEL, 2003; FERRARA, 2006; TAN & ZOU, 2006). A
utiliza¢do de produtos terapéuticos de origem microbiana teve inicio com a descoberta
penicilina (PEARCE, 1997; CRAGG & NEWMAN, 2005), a qual devido a eficicia
despertou o interesse na busca de outros micro-organismos produtores de substancias
bioativas (BUTLER & BUSS, 2006). De acordo com Bérdy (2005), se conhece
aproximadamente 9 mil metabdlitos bioativos produzidos por fungos (principalmente
Ascomycota e fungos anamorfos). Segundo Saleem et al. (2009), entre os anos de 2000
e 2008, mais de 300 novos metabdlitos secundarios foram relatados. Neste sentido,
diferentes estratégias podem ser adotadas para pesquisa e utilizagdo biotecnoldgica de
fungos produtores de substancias bioativas, dentre as quais se destaca a obtencdo
daqueles presentes de ambientes inexplorados e que podem representar fontes de
moléculas de interesse farmacoldgico e agricola.

Nos dltimos anos tem crescido estudos que buscaram de alguma forma
evidéncais de vida fora do planeta (OARGA, 2009, OLSSON-FRANCIS & COCKELL,
2010, JOSEPH, 2014). Os estudos de astrobiologia utilizam como modelos de estudo
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espécies de vegetais, cianobactérias (BILLI et al., 2011 , NICHOLSON et al., 2012),
arquéias (FENDRIHAN et al., 2009), fungos (SANCHO et al., 2007, ZAKHAROVA et
al., 2014) e liquens (DE VERA et al.,2013). Entre os fungos, Onofri et al. (2008)
avaliaram as espécies Cryomyces antarcticus € Cryomyces minteri, isolados de rochas
coletadas na Antdrtica, quanto a capacidade de tolerar a exposi¢do a condi¢des do
espaco e os resultados demontraram resisténcia em todas as amostras estudadas,
demonstrando desta forma que os fungos podem representar bons modelos eucariotos

para estudos de astrobiologia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  Ecossistemas extremos

Mudancas nas condicdes de disponibilidade de nutrientes, radiagdo, temperatura,
pressdo atmosférica e oxigenacdo sdo fatores que podem determinar um ambiente
extremo (OARGA, 2009). Ecossistemas extremos sdo caracterizados por possuir limites
superiores ou inferiores de parametros fisicos e/ou quimicos aos quais diferem das
caracteristicas encontradas em ambientes onde a maioria dos organismos habitam.
(ROTHSCHILD & MANCINELLIL 2001). Estudos sobre ambientes extremos sdo de
grande importincia para investigacOes evolutivas, origem de novas espécies, vias
metabodlicas unicas e relacdes ecoldgicas entres os organismos que os habitam
(OARGA, 2009). Diferentes regides do planeta apresentam condi¢des desfavordveis a
vida e sdo consideradas como ecossistemas extremos, entre as quais se destacam as
regides polares, ecossistemas de altitude, desertos e os oceanos.

O continente Antértico apresenta condicdes climéticas extremas e constitui um
dos ambientes mais indspitos do planeta (KOSTADINOVA et al., 2009). Muitas das
comunidades microbianas presentes neste continente desenvolveram adaptacdes que
possibilitaram a sua permanéncia em condi¢Oes desfavordveis a vida. As baixas
temperaturas, que induzem a formagdo de cristais de gelo no ambiente intracelular,
provocam a reducdo da disponibilidade de dgua, fator limitante para as comunidades
microbianas presentes em regides polares (GUNDECIMERMAN et al., 2003). A
Antértica oferece condi¢des exclusivas para estudar micro-organismos isolados
geograficamente de outras comunidades microbianas do planeta em escala de tempo e
evolucdo; além disso, as diferencas na estabilidade e pressao seletiva entre os ambientes
antdrticos sdo fatores que influenciam o grau de endemismo e adaptacdo dos micro-
organismos presentes neste continente (VICENTE, 2000). A maioria dos micro-
organismos presentes na Antdrtica estdo na forma anamodrfa, menor atividade
metabdlica (NONZOM & SUMBALI, 2015). Segundo Bridge & Spooner (2012) o
primeiro fungo descrito na Antartica foi em 1898 o Sclerotium antarcticum foi coletado

durante uma expedi¢do Belga.
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Ecossistemas de altitude sdo ambientes que caracterizam-se por forte incidéncia
de radiagdo solar, alta pressdo atmosférica e clima seco (COCKELL et al., 2008). Estas
tensdes podem induzir pigmentacdo da célula dos organismos (como por exemplo
producdo de melanina, carotendides) ali presentes como mecanismos de protecdo, os
tornando capazes de tolerar altos niveis de radiagio UV (MOLINE et al., 2010,
COCKELL et al., 2008). Os afloramentos rochosos, que ocorrem em diferentes regides
do planeta, sdo comuns nestes ecossistemas de altitude, estes solos apresentam baixo
teor de nutrientes sendo muitas vezes impréprios para a agricultura. Os Campos de
Altitude caracterizam-se por apresentar rochas expostas, ambiente seco, de solo bem
drenado e vegetacdo rasteira formada principalmente por gramineas e liquens
(BENITES et al., 2003).

De forma geral, os desertos sdo caracterizados pela baixa disponibilidade de
dgua, alternado a baixas e altas temperaturas e sdo expostos a condi¢cdes extremas de
radiacdo solar, sendo estes fatores limitantes para os organismos residentes (OARGA
2009). Nos desertos, os habitantes primarios sdo as microalgas, cianobactérias e fungos,
os quais podem ser epiliticos, capazes de sobreviver em associa¢do na forma de liquens
ou sob a superficies das rochas (GARVIE, 2008). Paulino-Lima et al.(2013) demostrou
a presenca de bactétias tolerantes a UVC em amostras de solo no Deserto do Atacama,
Chile. Neste sentido, os desertos sdo considerados regides alvos para obtengao e estudo

de micro-organismos extremofilos.

2.2  Micro-organismos extremofilos

Os organismos que habitam ecossistemas extremos s3o denominados
extremofilos. Kristjansson e Hreggvidsson (1995) definiram extremdfilos como
organismos que sobrevivem em ambientes onde os parametros ambientais fisico
(temperatura, radiacdo, pressdo) e geoquimicos (dessecacgao, salinidade, pH, oxigénio)
se encontram além da faixa normal. Organismos dos trés dominios dos seres vivos
(Archaea, Bacteria e Eukaria) sdo encontrados em diferentes condi¢des extremas
(SECKBACH & OREN, 2007). De acordo com Rothschild & Mancinelli (2001) e
Magan (2007), os extremofilos sdo denominados segundo a condi¢do extrema em que

ocorrem, tais como:
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(a) psicrofilos - capazes de sobreviver em baixa temperatura(<20 °C) e
crescimento 6timo na faixa de temperatura de 10° a 15 °C,

(b) termofilos - capaz de sobreviver em alta temperatura (>50 °C),

(c) aciddfilos - crescecem em pH < 4,0,

(d) alcalinofilos - crescecem em pH > 8.5,

(e) anaerdbios - crescecem na auséncia oxigenio,

(f) haldfilos - crescecem em ambiente com alta salinidade,

(g) osmofilos - crescem melhor em meios com uma alta pressao osmotica,

(h) xerdfilos - organismos adaptados a ambiente seco e com pouca humidade.

Diferentes espécies de micro-organismos presentes em regides extremas do
planeta vém sendo caracterizados. Ambientes expostos a condi¢cdes com intensos niveis
de radiacdes UV e ionizantes, as quais causam inibi¢do da fotossintese e dano a dcidos
nucléicos, vem sendo estudados quando a presenca de vida microbiana (OARGA,
2009). Enzimas derivadas de micro-organismos extremofilos tem sido estudas pela a
capacidade das mesmas em catalisar reacdes em processos industriais como em
processos lignoceluloliticos, amilolitico, com propriedades especificas (ELLEUCHE et
al., 2014). J4 se sabe que a bactéria Deinococcus radiodurans é capaz de resistir a
radiagdo ionizante e radiacdo UV em até 1.000 Jm? (TYRELL, 1991); espécies de
Rubrobacter (FERREIRA et al.,1999) e da microalga Dunliella bardawil (BEN-
AMOTZ & AVRON, 1990) também apresentam resisténcia a diferentes faixas de
radiacdo. Chrisosporium spp. foram isolados em condic¢do de pH 11 a partir de amostras
de ninhos de aves (MANGAN, 2007). Plemenitas et al. (2014) determinaram dois novos
modelos para estudo de halotolerancia, os fungos Hortaea werneckii e Wallemia
ichithyophaga por se adaptarem a concentracoes de 5SM e 1,5M de NaCl
respectivamente.

Gostincar et al. (2010) utilizaram-se de trabalhos que isolaram fungos que vivem
em gelo e em ambientes hipersalinicos buscando compreender a evolucdo de espécies
cosmopolitas adaptadas a ambientes extremos (FLAMBAGEM et al., 2003; AGOSTA
& KLEMENS, 2008). A adaptacdo de fungos extremofilos a baixas temperaturas foi
observada em tdxons isolados de amostras de gelo do Artico, onde Gunde-Cimerman et

al. (2003) obtiveram leveduras e fungos melanizados representados pelos géneros
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Cladosporium, Aureobasidium, Penicillium, Astraeus, Myriostoma, Podaxis e
Tulostoma, os quais apresentaram ampla distribui¢cdo na amostras da geleira Kronebreen
na Groelandia. J4 os fungos pertencentes aos géneros Penicillium, Eurotium,
Cladosporium, Alternaria, Engyodontium, Aureobasidium, Cordyceps, Rhizopus e
leveduras Cryptococcus e Sporidiobolus foram isoladas de permafrost em
profundidades de 1 a 17 metros no McMurdo Dry Valleys, Antartica (ZUCCONI et al.,
2012).

2.3  Fungos liquenizados: “Liquens”

Os fungos liquenizados, comumente chamados de liquens, sdo formados por
uma associacdo simbidtica de fungos com cloroficeas unicelulares e /ou cianobactérias,
e em alguns casos formado pelos trés organismos (HAWKSWORTH et al., 1995),
podem ser considerados como “ecossistemas” onde a interacdo de parceiros resulta em
comportamento e formas de vida que ndo sdo comumente encontradas nos parceiros
isolados (VRABLIKOVA et al., 2006). A diversidade genética e fenotipica dos
organismos envolvidos na simbiose dos fungos liquenizados sdo alvos de constantes
investigacdes devido producao de metabdlitos bioativos (OKSANEN, 2006).

Os fungos liquenizados eram considerados como um grupo taxonOmico
denominado Lichenes, incluido no reino Fungi até 1981; a partir da proposta do Cédigo
Internacional de Nomenclatura Botéanica, o grupo Lichenes como grupo taxonOmico
passou a ser descrito como um grupo bioldgico, denominado fungos liquenizados, com
caracteristicas fisioldgicas e ecoldgicas proprias (MARCELLI, 1997). Cerca de 19% de
todos os fungos dercritos sdo liquenizados e a maioria (95-98%) das espécies pertencem
ao filo Ascomycota seguido por Basidiomycota e alguns fungos anamorfos
(HAWKSWORTH et al., 1995). Entretanto, como se trata de fungos que vivem na
dependéncia da fotossintese realizada pelo fotobionte da associacd@o, a unidade bioldgica
chamada de fungo liquenizado apresenta um posicionamento ecoldgico diferente
daquele que normalmente € associado aos fungos: os fungos liquenizados apresentam
uma ecologia totalmente vegetal, ou seja, dependente de fatores como luz, 4gua e CO e
atuam no ecossistema como produtores (SANCHO & PINTADO, 2004). Assim,
embora seu estudo taxondmico seja estritamente micoldgico, o estudo de sua ecologia é

idéntico ao dos vegetais epifitos e espécies que vivem sobre as rochas (KRANNER et
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al, 2005). Fungos liquenizados crescem normalmente a razdo de milimetro por ano e as
sucessoes liquénicas podem levar de décadas a séculos. Morfologicamente a associagcdo
fungo e microalga/cianobactéria é denominada de talo, sendo estes representados por
trés formas basicas: crostosos, foliosos e fruticosos (HAWKSWORTH et al., 1995,
BUDEL & SCHEIDEGGER 1996, MARCELLI, 1997, OKSANEN, 2006). Fungos
liquenizados se reproduzem tanto por esporos que germinam quando encontram o
fotobionte apropriando ou por propagulos vegetativos, micobionte e fotobionte
(BUDEL & SCHEIDEGGER, 1996).

Liquens, tem ampla distribuicdo incluindo casca de arvore (liquens corticosos),
solo (liquens terricolas), pedras (liquens saxicolas) e madeira em decomposi¢ado (liquens
lignicolos) (BOCH et al., 2013) Apesar dos fungos liquenizados serem organismos
facilmente dispersos e capazes de colonizar diferentes substratos, eles desaparecem
muito rapidamente de regides sob impacto ambiental, e a eventual reconstituicdo da
comunidade, quando possivel, é extremamente lenta (MARCELLI, 1997). Apresentam
um crescimento lento (SANCHO & PINTADO, 2004) e frequentemente habitam
regides com alta radiacdo, temperatura extrema e clima seco.

A plasticidade de adaptacdo € observada em fungos liquenizados presentes na
Antértica e a recuperacdo de seu aparato fotossintético apds o periodo escuro do inverno
¢ rapidamente re-composto com a presenca da luminosidade (OKSANEN, 2006,
KAPPEN 2000); por outro lado, a adaptagdo ao frio e ativagdo metabdlica em presenca
de 4gua sdo algumas das estratégias de tolerdncia ao estresse osmotico
(RICHARDSON, 2002). Victoria et al., (2013) catalogaram com base em chaves
taxondmicas e banco de dados, vinte e sete espécies de liquens em Hennequin Point ,
Ilha Rei George/ Antartica, durante o verdo autral de 2004/2005 Usnea antarctica, U.
aurantiaco-atra, Rhizocarpon geographicum, Cladonia spp. € Sphaerophorus globosus

foram as espécies mais abundantes nesta area.

2.4  Bioprospeccao de metabdlitos bioativos produzidos por fungos

Fungos constituem um grande grupo de micro-organismos encontrados,
virtualmente, em todos os nichos ecolégicos do planeta (ALEXOPOULOS et al., 1996).
Os habitas, substratos ocupados e as fungdes desenvolvidas dos fungos sdo amplamente

diversificados nos ecossistemas. Nos udltimos anos o numero de trabalhos realizados
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com objetivo de conhecer a riqueza de espécies de fungos de regides tropicais,
temperadas e polares vem aumentando, bem como o estudo de sua diversidade genética
e, consequentemente, utilizacdo em processos biotecnoldgicos (SINGH et al., 2006,
SANTIAGO et al., 2011, CARVALHO et al., 2012, SCHMIDT et al., 2012,
GODINHO et al., 2013, FURBINO et al., 2014, FERREIRA et al., 2015). Sabe-se que
algumas fungdes desenvolvidas pelos fungos nos ecossistemas podem gerar aplicacdes
biotecnoldgicas tais como a decomposicdo de matéria organica, acimulo de substancias
téxicas, alteragdo da permeabilidade do solo e das trocas i0nicas, produg¢do de biomassa
(alimentos ou ragdo), maturacio de alimentos, fermentacdo, producdo de
imunossupresores e antibioticos (CHRISTENSEN, 1989).

Nos ultimos anos tem crescido o interesse na diversidade e biotecnologia de
micro-organismos extremofilos, os quais sdo conhecidos por produzir enzimas e
metabolitos secundarios com grande potencial biotecnolégico (SINGH et al., 2006,
SANTIAGO et al., 2011, GONCALVES et al., 2012, FURBINO et al., 2014,
GODINHO et al., 2015). Para organismos que vivem em condi¢des extremas sao
necessarias diferentes adaptagdes morfo-fisiologicas para a sobrevivéncia, as quais
ocorrem por meio da sintese de diferentes moléculas, que variam de simples ou até
complexos metabdlitos secundarios (WILSON & BRIMBLE, 2009). Segundo Wilson e
Brimble (2009) as adaptagdes a condigdes extremas afetam as vias metabdlicas priméria
e secunddria, os micro-organismos presentes nestes ambientes apresentam maior
probabilidade de expressar metabdlitos originais. Mesmo quando estas moléculas
bioativas ndo apresentam a atividade esperada, ela pode servir como protétipo para o
desenvolvimento de novas moléculas, o que evidencia ainda a importancia do estudo de
microrganismos como fonte de novos farmacos (WILSON & BRIMBLE, 2009).

Para que os organismos se desenvolvam em condi¢des extremas de pH,
temperatura, exposi¢do a radiacdo UV, salinidade e pressdo, adaptagdes tinicas como a
biossintese de novas moléculas, que vao desde simples lipidios a complexos metabdlitos
secunddrios, estdo presentes nestes micro-organismos (WILSON & BRIMBLE 2009).
Particularmente, os fungos adaptados as condi¢des extremas sdo frequentemante
investigados pela capacidade de producgdo de fotoprotetores (micosporinas € pigmentos),
antioxidantes e enzimas ativas a baixas temperaturas (GOMES et al., 2000; LIBKIND
et al., 2005; VAZ et al., 2011, ZHAN et al., 2011, GESSELER et al., 2014). Duas
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micosporinas, micosporina glicosideo-glutaminol e micosporina glicosideo-glutaminol e
trés metabdlitos ndo identificados que absorvem luz ultravioleta foram obtidos de
fungos isolados de dguas hipersalinas e gelo polar glacial (KOGEJ et al., 2006). A
micosporina glicosideo-glutaminol age como um soluto complementar em algumas
leveduras negras extremofilas expostas a condi¢des salinas de crescimento, auxiliando-
as a suportar o estresse osmético (KOGEJ et al., 2006).

A partir de estudos de bioprospec¢do e do uso de metabdlitos secundarios como
marcadores quimicos, Dalsgaard et al. (2004) isolaram dois novos metabdlitos (Figura
1), psicrofilina A e cicloaspeptideo D, bem como a substincia conhecida
cicloaspeptideo A, a partir da espécie psicrotolerante Penicillium ribium.
Anteriormente, os cicloaspeptideos haviam sido obtidos somente a partir de uma espécie
do género Aspergillus (KOBAYASHI et al., 1987). Posteriormente, outras moléculas da
mesma série foram isoladas, psicrofilina B e C, a partir de outro novo fungo
psicrotolerante Penicillium rivulum (DALSGAARD et al., 2004). Segundo os mesmos
autores, o fungo P. algidum, encontrado no solo da Groelandia, produziu um novo
metabolito denominado psicrofilina D, o qual exibe moderada atividade citotéxica sobre
linhagens de células leucémicas P388 de camundongos. Zhang et al. (2009) isolaram do
extrato bruto do fungo Isaria farinosa, além de substancias conhecidas, os
cicloaspeptideos F e G, as quais apresentam atividade citotéxica contra células Hela e

linhagens de células tumorais de mama MCF-7.
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Figura 1. Estruturas quimicas da (1) psicrofilina A e (2) cicloaspeptideo D (DALSGAARD et
al., 2004).
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Brunati et al. (2009) caracterizaram duas moléculas (Figura 2) a partir do extrato
fingico de Penicillium chrysogenum, obtido de sedimento do lago Highway, na
Antartica. O extrato apresentou atividade contra Staphylococcus aureus, Enterococcus
faceum e Escherichia coli. As substancias identificadas foram bis-antraquinonas, duas
micotoxinas conhecidas como rugulosina e esquirina, que possuem atividade
antimicrobiana, antiviral e antiseticida. Além desses metabodlitos, duas espécies de
Aspergillus (A. clavatus e A. niger) apresentaram também extratos potencialmente
promissores com atividade antibacteriana (Staphylococcus aureus, Enterococcus faceum
e Escherichia coli), antifingica (Candida albicans, Cryptococcus neoformans e
Aspergillus fumigatus) e citotéxica (contra linhagens de células de cancer de colo de
utero humano). O fracionamento dos componentes ativos indicou possiveis novas

substancias ainda nao descritas (BRUNATI et al., 2009).

OH o OH

CH
? o

oH © CH

=

Rugulosin Skyrin

Figura 2. Estruturas quimicas das bis- antraquinonas com atividade citotéxica isoladas de
Penicillium sp. coletado em lagos Antarticos (BRUNATI et al., 2009).

A partir de extrato metandlico de Stereocaulon alpinum, fungo liquenizado
isolado préximo a estacdo coreana Rei Sejong na Ilha Rei George na Antértica, foram
isolados trés novos derivados ativos de dcido dsnico (Figura 3) (SEO et al., 2008). Este
fungo liquenizado ja havia sido descrito em outros trabalhos do grupo ativo a bactérias

gram positivas e apresentou atividade antioxidante (PAUDEL et al., 2008).
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Figura 3. Derivados ativos de Acido Usnico (Seo et al., 2008).

Svahn et al. (2015) isolaram anfotericina B a partir do fungo Penicillium
nalgiovense isolado de solo de pinguineira na ilha Paulete na Antértica. Esta foi a
primeira vez que isolaram anfotericina B a partir de um organismo diferente de bactéria

Streptomyces nodosus.

2.5 Astrobiologia

O estudo de ambientes extremos e a caracterizacdo dos organismos que OS
habitam motivou os estudos de vida fora da Terra (ROTHSCHILD & MANCINELLI,
2001). Até mesmo o estudo dos extremdfilos motivou a possibilidade de compreender e
comprovar panspermia, que consiste no transporte de vida de um planeta para outro
(ARREHENIUS, 1999). A principio, a capacidade de um organismo em sobreviver na
atmosfera do espaco estd relacionada a caracteristicas como: a sua capacidade de resistir
a dessecacdo, exposicdo a radiacdo UV baixas e altas temperatura e diferentes
atmosferas quimica (02, CO;, Ar, CO, NO, entre outros gases) (ISRAELI &
LIGHTHART, 1994, GRIFFIN, 2007, OLOSSON-FRANCIS & COCKELL, 2010). A
condicdo do espago e de superficie de outros planetas do sistema solar sdo indspitos
para organismos terrestres devido a baixa pressdo, vdcuo, radiacdo solar, radia¢do
cOsmica. Apenas um pequeno grupo de organismos, conhecidos como anidrobiontes,
apresentam potencial de sobreviver ao ambiente espacial ou a diferentes atmosferas de
outros planetas (BAGLIONI et al., 2007). A maioria dos experimentos de sobrevivéncia
microbiana em ambientes extraterrestres tem sido realizado com organismos
procariontes (OLOSSONFRANCIS & COCKELL, 2010). Alguns organismos
submetidos a viagens espaciais sdo capazes de exibir um certo grau de sobrevivéncia

apds a exposicdo as condigdes espaciais (HORNECK, 1993; SANCHO et al., 2007).
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Horneck et al. (2001) observaram células vivas apds a exposi¢do, durante seis anos, dos
esporos da bactéria Bacillus subtilis no espaco e, desta forma, propuseram que as
células vivas foram protegidas por camadas de células superiores mortas da multi-
camadas do esporo.

Em estudos de simulagcdo de condi¢Oes espaciais, Billis et al. (2011) utilizaram
linhagens da cianobactéria Chroococcidiopsis sp. obtidas na Antértica e Deserto do
Atacama, Chile. Apds diferentes simulagdes foi possivel observar maior resisténcia da
linhagem isolada do Deserto comparando os resultados da linhagem Antartica. A
capacidade de deformacdo da membrana plasmatica apds exposicdo a radiacdo UV e de
condi¢Oes presentes na atmosfera de Marte do isolado da cianobactéria, obtida do
Deserto, pode estar ligada a sua maior capacidade de resisténcia a estresse oxidativo e
dissecacdo. Além disso, altas radiacdes causaram lesdes na membrana plasmética das
cianobactérias isoladas da Antértica. Frendrihan et al. (2009) avaliaram a capacidade de
arquéias halofilicas capazes de resistir a dessecacio (MCGENITY et al., 2000) e as
condi¢cdes de radiagdes UV de Marte. As bactérias utilizadas foram Halococcus
dombrowskii, Halobacterium salinarum e Haloarcula japonica e a resisténcia foi
determinada pela quantidade de individuos remanecentes. Os resultados mostraram a
diminui¢cdo da viabilidade celular a partir do aumento da dose de radiacdo, sugerindo
danos na membrana celular e na permeabilidade e transporte de proteina causados pela
radiacdo UV. Arquéias presente em meio de cultura contendo sais apresentaram maior
resisténcia a radiacdo UV; esta condicio pode ser explicada pelo fato dos cristais de sal
terem absorvido parcialmente a luz de menor comprimento (FRENDRIHAN et al.,
2009).

Muitas espécies de liquens sdo consideradas extremofilas por sobreviverem a
condicdo extremas de temperatura, radiacdo e dessecacdo. Os fungos liquenizados tem
sido sugeridos como um sistema de vida com maior probabilidade de resistir as
condi¢des espaciais, gerando especulacdes da possibilidade de transferéncia de vida
entre planetas, denominada de teoria da Panspermia (SANCHO et al., 2008). Diferentes
espécies de liquens foram expostos ao espago e a resisténcia destes organismos a estas
condi¢des foram avaliadas pela taxa fotossintética; todos os liquens apresentaram
mesma atividade fotossintética medidas antes da exposi¢do ao espaco, sugerindo que

estes organismos podem permanecer vivos mesmo sob condicdo de radiacdo e
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dessecacdo no espaco (SANCHO et al., 2007). Kappenand & Valladares (2007)
mostraram que os liquens apresentam capacidade de recuperacdo metabdlica apds
desidratacao e congelamento em nitrogénio liquido. Alguns substancias encontradas nos
liquens, tais como carotendides e 4dcido tsnico, podem ser responsaveis pela resisténcias
destes organismos a altas doses de radiacdo UV. Além das substancias quimicas, a

estrutura do talo do liquens, particulamente o cortex superior, pode proporcionar um

efetiva protecao a radiacdo UV (GAUSLAA & SOLHAUG, 2004).
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3 JUSTIFICATIVA
445
Devido a presenca, e em alguns casos predominancia, de diferentes espécies de liquens
em ecossistemas extremos e sua resisténcia a condigOes indspitas a vida, estes
organismos podem se apresentar como um substrato Unico para a obtencdo e
caracterizacdo de comunidades de fungos associados, as quais podem incluir tdxons
450  novos e/ou endémicos. Além disso, as espécies presentes nestas comunidades de fungos
podem representar uma promissora fonte de metabdlitos bioativos, bem como modelos
eucariotos para estudos de astrobiologia devido a sua adaptacdo e sobrevivéncia a
condicdes extremas. A partir destas proposi¢cdes, este trabalho visa responder as

seguintes perguntas:

455
e Qual a composicdo, diversidade e similaridade das comunidades de fungos
associados aos talos de liquens habitantes de ecossistemas extremos?
¢ Fungos associados aos talos de liquens sdo fontes de metabdlitos bioativos?
¢ Fungos associados aos talos de liquens presentes em ecossistemas extremos
460 representam bons modelos eucariotos para estudos de astrobiologia?
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Caracterizar a comunidade de fungos associados a talos de liquens presentes em
ecossistemas extremos quanto a sua composi¢do, diversidade, similaridade e potencial

como fonte de metabdlitos bioativos, bem como modelos para estudos de astrobiologia.

4.2  Objetivos especificos

¢ [solar fungos associados a talos de liquens presentes em Ilhas da Antértica, Campo
de Altitude no Brasil e Deserto do Atacama no Chile;

e Depositar todos os isolados obtidos na Colecdo de Micro-organismos e Células da
UFMG na forma de contribuir para cole¢do tematica de cultura de micro-organismos
presentes em ecossistemas extremos, para preservacdo ex-situ da biodiversidadede de
fungos extremofilos;

¢ Identificar todos os fungos obtidos por meio de técnicas morfoldgicas, fisioldgicas e
moleculares;

¢ Determinar a diversidade e similaridade das comunidades de fungos encontrados;

e Cultivar todos os fungos obtidos e preparar seus extratos para depdsitos em uma
colecdo de extratos;

e Testar todos os extratos produzidos em ensaios bioldgicos utilizando micro-
organismos de interesse clinico e na agricultura,

e Testar a resisténcia a diferentes intensidades de radiacdo (UVC e UV ambiental);
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Areas de coleta

As amostras de talos dos fungos liquenizados foram obtidas em ilhas da
Peninsula Antartica, em Campo de Altitude no Brasil e no Deserto do Atacama, Chile.
As localizacOes das dreas de coleta foram determinadas por coordenadas geograficas

obtidas por meio do Global Positioning System (GPS).

5.1.1 Antéartica

Na Antértica as temperaturas médias variam entre 0 °C a temperaturas negativas,
nos meses de inverno e a temperatura média em torno dos 15°C no verdo, baixa
precipitacdo e incidéncia de fortes correntes de vento (ROSA et al.,, 2010). A ilha
Deception € considerada o local com maior atividade vulcanica na Antartica (LLAMES
& VINOCUR 2007) com temperaturas que variam de 11 a -28 °C, enquanto a
temperatura média anual € de -3 °C. Além disso, os ventos predominantes do nordeste e
oeste ¢ a média anual de precipitagio de 500 mm condicionam um clima seco
(htpp://www.deceptionisland.ag/climate.php).

Os pontos de amostragens se deram nas Ilhas Elefante, Rei George e Deception
situadas no Arquipélago Shetland do Sul, na Penisula Antartica durante o verdo
antdrtico em janeiro de 2011. Foram coletados fragmentos do talo de 150 individuos de
fungos liquenizados (Tabela 1), sendo 100 amostras de Usnea antarctica Du Rietz e 50

amostras de Usnea aurantiaco-atra (Jacq.) Bory (Figura 4).

Tabela 1 Areas de coleta na Penisula Antértica.

Ilhas Coordenadas Espécies de liquens N° de espécies
Antérticas
Elefante 61°08’S, 55°07°W Usnea antarctica Du Rietz 50
Rei George  62°09’S, 58°28°W Usnea aurantiaco-atra (Jacq.) Bory 50
Deception 62°57°S, 60°38°W Usnea antarctica 50
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Figura 4. Talos dos fungos liquenizados coletados na Antartica: A- Usnea antarctica Du Rietz
e B- Usnea aurantiaco-atra (Jacq.) Bory coletados na Peninsula Antdrtica. A barra na foto
corresponde a 1 cm.

5.1.2 Campos de Altitude e afloramentos rochosos

A Reserva do Patrimonio Particular Natural (RPPN) do Santuério do Caraca foi
criada em 1994 e estd localizada ao sul da Cadeia do Espinhaco, no extremo leste do
Quadrilatero Ferrifero, entre os Municipios de Catas Altas e Santa Béarbara, Minas
Gerais e apresenta um area de 11.233 ha. Segundo Dutra et al. (2002), nessa regiao
predominam temperaturas amenas durante todo o ano (18° a 19 °C), com a maxima
raramente ultrapassando os 30 °C e a minima podendo alcancar valores negativos,
principalmente nas maiores altitudes. A RPPN do Santudrio do Caraca estéd incluido no
bioma Mata Atlantica e possui, predominantemente, formacdes campestres rodeadas e
encravadas por formacdes florestais tipicas da Mata Atlantica com altitudes que variam
de 750 a 2.090 metros. Nesta drea o ponto de coleta se concentra nos campos de altitude
onde estdao localizados os afloramentos rochosos e apresenta grande concentracdo de
liquens. O Pico do Sol (20°06°692S, 43°26°658W) a 2.085 m de altitude € caracterizado
por apresentar alta incidéncia de radiacdo e baixa precipitacdo. A coleta foi realizada em
junho de 2011, durante o inverno e foram amostrados 50 individuos de Usnea sp.

(Figura 5).

39



535

540

545

550

Figura 5. Talos dos fungos liquenizados coletado na Reserva do Particular do Patrimonio
Natural do Santudrio do Caraga, Minas Gerais, Brasil. Usnea sp. A barra na foto corresponde a
1 cm.

5.1.3 Deserto do Atacama

O Deserto do Atacama estd localizado na regido norte do Chile com cerca de
1.000 km de extensao e € considerado o deserto mais alto e drido do mundo. Segundo
Ericksen (1983), baseado em medi¢des da composicdo do solo e de evidéncias
geoldgicas, determinou que esta regido € caracterizada como permanentemente seca no
ultimos 10-15 milhdes anos, a topografia do local, uma vez que o deserto é cercado por
cadeias de montanhas, o que influencia diretamente as caracterisiticas climdticas desta
regido (MACKAY et al., 2003). As temperaturas no Deserto do Atacama variam entre
0° (a noite) e 40 °C durante o dia com alta radiagdo solar. O Deserto do Atacama
apresenta terreno rochoso com altitudes que variam de 2.300 a 6.893 metros e pouca
vegetacdo, com predominancia de plantas de pequeno porte e liquens. A coleta dos
liquens foi realizada em janeiro de 2012, sendo individuos do género Usnea sp. e
Ramalina sp. em dois pontos em diferentes altitudes respectivamente: Reserva do
Paposo (25°016°158S, 70°422°553W) a 746 m e Parque Pan de Azucar (26°295°352S,
70°659°348W) a 83 m em relacdo ao nivel do mar. Nestas dreas foram coletados

fragmentos de um total de 39 liquens (12 de Usnea sp. e 27 de Ramalina sp.) (Figura 6).
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Figura 6. Talos dos fungos liquenizados coletados no Deserto do Atacama. A Usnea sp. e B
Ramalina sp.

5.2 Isolamento e preservaciao dos fungos

Os fragmentos dos talos dos individuos coletados foram picotados com auxilio
de pinga e/ou tesoura esterilizadas e em seguida inoculados diretamente em placas de
Petri contendo Agar YM (glicose 1%, peptona 0,5%, extrato de malte 0,3%, extrato de
levedura 0,3% e &gar 2%) suplementado com 200 pg/mL de cloranfenicol
(Sigma/EUA). As amostras de liquens do Deserto do Atacama passaram, antes de ser
fragmentadas, por um processo de lavagem com &dgua destilada esterilizada devido a
presenca de grande depdsito de poeira. As placas foram incubadas em temperaturas
médias de cada regido de coleta (15 °C para Antértica e 25 °C para o Caraca e Deserto
do Atacama, respectivamente) por um periodo de até 60 dias. Apds o crescimento 0s
isolados foram purificados em novas placa de Petri contendo YM. Os isolados de
fungos filamentosos obtidos foram preservados em duplicata em glicerol 15% a -80 °C
e em dgua destilada esterilizada (CASTELLANI 1967). Os isolados de leveduras foram
preservados em caldo GYMP (glicose 2%, extrato de levedura 0,5%, extrato de malte
1% NazPO4 0,2%) com 15% de glicerol a -80 °C. Todos os isolados obtidos durante o
trabalho foram depositados na Colec@o de Micro-organismos e Células do Instituto de

Ciéncias Biol6gicas da Universidade Federal de Minas Gerais.
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5.3 Identificacdo dos fungos filamentosos

Todos os isolados de fungos filamentosos tiveram as colonias fotografadas
(frente e verso) e agrupadas de acordo com suas caracteristicas macromorfologicas
como cor da coldnia (frente e verso), textura da superficie (frente e verso), aspecto da
borda e tempo de crescimento. Posteriormente os grupos formados por meio das
caracteristicas citadas foram submetidos a andlise de perfis moleculares pela técnica de
PCR microsatélite (MSP-PCR), utilizando o oligonucleotideo sintético (GTG)s. Os
isolados com padroes de banda de DNA idénticos foram confirmados como
pertencentes a0 mesmo grupo. Um isolado de cada agrupamento foi selecionado para
identificacdo molecular por meio de sequenciamento da regido espacadora transcrita
interna (ITS1-5.8S-ITS2) do gene do RNA ribossomal. As identificagdes de alguns
grupos foram confirmadas por meio do sequenciamento parcial do gene da B-tubulina

e/ou do fragmento génico da RNA polimerase I1.

5.3.1 Extraciao do DNA total

A extracdo de DNA total foi realizada de acordo com metodologia descrita por
Rosa et al. (2009). Os fungos filamentosos foram crescidos por sete dias em YM,
fragmentos do micélio foram raspados e colocados em tubo de 1,5 mL até completar
metade do tubo, acrescidos de 400 plL de tampao de lise (Tris-HClI -
trishidroximetilaminometano 0,05 M, EDTA — acido etilenodiamino tetra-acético 0,005
M, NaCl 0,1 M e SDS - sdédio dodecil sulfato 1%) e deixado a — 20 °C por
aproximadamente 10 minutos. O micélio foi triturado em extrator de células (Bullet
BlenderTM 24 — Uniscience) com o auxilio de 3 esferas de ago inox esterilizadas (3,175
mm de diametro). Em seguida, foram adicionados 162 uLL de CTAB (Tris 2M, NaCl
8,2%, EDTA 2M e CTAB 0,2%), seguido de homogeneiza¢cdo no vortex e incubagdo
por 10 minutos a 65 °C. Posteriormente, foram acrescentados 570 pl. da mistura
cloroférmio/éalcool isoamilico (24:1). Apés homogeneizagdo, o tubo foi incubado por 30
minutos em gelo. Em seguida, o contetdo foi centrifugado a 13.200 rpm por 15 minutos
e o liquido sobrenadante transferido para um novo tubo de 1,5 mL. Ao novo tubo foram
acrescentados 10% do volume de uma solucdo de acetato de s6dio 3 M. O tubo foi
vertido para homogeneizagdo, em gelo por 30 minutos e centrifugado a 13.200 rpm por

5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, onde foram adicionados
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50% do volume de isopropanol (Merck) e mantido a temperatura ambiente por 15
minutos. Foi realizada uma centrifugacao a 13.200 rpm por 5 minutos e o sobrenadante
foi desprezado por inversao e em seguida, adicionados 200 pL de etanol (Merck) 70%
frio e a suspensdo foi gentilmente homogeneizada. Posteriormente, a amostra foi
centrifugada a 13.200 rpm por 5 minutos e o sobrenadante desprezado por inversdo. A
amostra foi deixada 24 horas para secagem e ap0s este periodo foi adicionados 50 pL. de
Tris-EDTA (Tris-HC1 0,01 M e EDTA 0,001 M). A amostra foi incubada a 65 °C por
60 minutos para hidratacio do DNA. O produto obtido foi quantificado em
espectofotometro a 260/280 nm (NanoDrop ND 1000 Thechnologies, EUA) e

armazenado a -20 °C até utilizacao.

5.3.2 PCR microsatélite com o iniciador (GTG)s

O DNA total extraido foi submetido a PCR utilizando o iniciador (GTG)s
(LIECKFELDT et al., 1993) para a anélise de identidade genética dos isolados obtidos.
Para a reacao, foi utilizado 2,5 pLL de tampdo 10X (MBI Fermentas), 1 pLL de dNTP 0,05
mM (Invitrogen, EUA), 1,5 uL. de MgCl> 1,5 mM (MBI Fermentas), 2 uL. do iniciador
(GTG)s 10 pumol! (Invitrogen, EUA), 0,2 pL de taq DNA polimerase 1,25 U (MBI
Fermentas) e 1 a 5 ul. de DNA (de maneira que a reacao final contenha entre 50 a 500
ng/ul. de DNA). O volume final da reacdo foi completado com &dgua para injecao
esterelizada, para 25 pl.. A PCR foi realizada em um termociclador PCR Express
(Vapo.protect - Eppendorf) nas seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial a 94 °C por
dois minutos, 40 ciclos de desnaturacao a 95 °C por 45 segundos, anelamento a 50 °C
por um minuto e extensdo a 72 °C por um minuto, seguidos de extensao final a 72 °C
por seis minutos.

Os produtos de amplificacdo foram aplicados em gel de agarose (Pronadisa,
Espanha) a 1,5% em tampao TBE 0,5% (54 g de Tris Base, 27,5 g de acido bérico, 20
mL de EDTA 0,5 M, pH 8,0) a 80 V por 60 minutos para a obtencao de bandas. Os géis
foram corados com uma soluciio de agente intercalante Gelred™ (Biotium, EUA) a
0,2%, visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-

documentagdo de gel (Vilber Lourmat, Franca).
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5.3.3 Amplificaclo utilizando os iniciadores ITS1 e ITS4

Um a dois isolados de cada agrupamento foram amplificados utilizando os
iniciadores ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") e foram utilizados para amplificacdo da regido
transcrita interna (ITS1-5.8S-ITS2) do gene do rRNA, conforme descrito por White et
al. (1990). A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada em um volume final
de 50 pL contendo 5,0 uL. de tampao 10X (Fermentas), 3,0 uL de MgCl, 25 mM
(Fermentas), 2,0 uL. de dNTP 10 mM (Invitrogen, EUA), 1,0 uL de cada iniciador ITS1
e ITS4 10 pmol! (Invitrogen, EUA), 0,2 puL de Tag DNA polimerase 1,25U
(Fermentas), de 1,0 a 5,0 uLL de DNA, de acordo com a dosagem obtida em NanoDrop
ND 1000 (NanoDrop Thecnologies), a qual deve estar entre 50-500 ng/uL; e o volume
final completado com dgua para injecdo autoclavada. As reagdes de PCR foram
realizadas utilizando o termociclador PCR (Vapo.protect - Eppendorf). O programa
consiste de uma desnaturacio inicial a 94 °C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 1
minuto de desnaturacdo a 94 °C, 1 minuto da anelamento a 55 °C e 1 minuto de
extensdo a 72 °C, e uma extensdo final por 5 minutos a 72 °C. Os produtos de
amplifica¢do foram analisados apds aplicacdo em gel de agarose (Pronadisa, Espanha) a
1% em tampao TBE 0,5% (54 g de Tris Base, 27,5 g de 4cido bérico, 20 mL de EDTA
0,5 M, pH 8,0) a 120 V para a obten¢do de bandas. Os géis foram corados com solugdo
de GelRed (Biotium, EUA) e visualisados sob luz ultravioleta (UV) por meio de um

sistema de captacdo de imagem (Vilber Lourmat, Franca).

5.3.4 Amplificacao da regiao parcial da p-tubulina

Para amplificacdo parcial do gene da B-tubulina foram utilizados os iniciadores
BT2a (GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) e BT2b
(ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC), conforme descrito por Glass & Donaldson
(1995). A PCR foi realizada em um volume final de 50 pLL contendo de 1,0 a 5,0 uLL de
DNA (de modo que a reagdo contenha entre 50-500 ng/uL), 1,0 uLL de cada iniciador
BT2a e BT2b 10 pumol-1 (MWG Biotech), 5,0 uL. de tampao de PCR 10X (Fermentas),
2,0 uL de MgClz2 25 mM, 2,0 pL de dNTP 10 mM, 0,2 uL. de Tag DNA polimerase
1.25U (Fermentas) e o volume final completado com 4gua para injecao esterilizada. As

reacoes de PCR foram realizadas utilizando o termociclador Mastercycle proS
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(Eppendorf). O programa consistiu de uma desnaturagdo inicial a 94 °C por 5 minutos,
seguido por 35 ciclos de 1 minuto de desnaturagdo a 94 °C, 1 minuto de anelamento a
59 °C e 90 segundos de extensdo a 72 °C e uma extensdo final por 7 minutos a 72 °C.
Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, em
tampao TBE 0,5X (54 g de tris base, 27,5 g de 4cido borico, 20 mL de EDTA 0,5 M, pH
8,0), eluidos durante aproximadamente 30 minutos a 120 V. As bandas foram coradas
com solucdio de agente intercalante Gelred™ (Biotium, EUA) e os géis visualizados sob
luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de fotodocumentacdo de gel (Vilber

Lourmat, Franca).

5.3.5 Amplificacido fragmento génico da RNA polimerase II

Para amplificacdo parcial da RNA polimerase II (RPB2) foram utilizados os
iniciadores RBP2 5F (5° GATGACCGTGACCACTTCGG 3’) e RPB2 7R (5§’
CCCATGGCTTGTTTGCCCAT 3’) conforme descrito por Malkus et al. (2006). A
PCR foi realizada em um volume final de 50 puLL contendo de 1,0 a 5,0 uL. de DNA (de
modo que a reagdo contenha entre 50-500 ng/uL), 1,0 uL. de cada iniciador RBP2 5F e
RPB2 7R 10 pmol-1 (MWG Biotech), 5,0 uL. de tampao de PCR 10X (Fermentas), 2,0
pL de MgClz 25mM, 2,0 uL. de ANTP 10 mM, 0,2 pL. de Tag DNA polimerase 1.25U
(Fermentas) e o volume final completado com dgua para injecao esterilizada. As reacoes
de PCR foram realizadas utilizando o termociclador Mastercycle proS (Eppendorf). O
programa consistiu de uma desnaturacdo inicial a 96 °C por 3 minutos, seguido por 35
ciclos de 20 segundos de desnaturacdo a 94 °C, 55 segundos de anelamento a 55 °C e 1
minuto de extensdo a 72 °C e uma extensdo final por 10 minutos a 72 °C. Os produtos
de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, em tampao TBE 0,5X
(54 g de tris base, 27,5 g de 4cido boérico, 20 mL de EDTA 0,5M, pH 8,0), eluidos
durante aproximadamente 30 minutos a 120 V. As bandas foram coradas com solugdo
de agente intercalante Gelred™ (Biotium, EUA), e os géis visualizados sob luz
ultravioleta e fotografados pelo sistema de fotodocumentagdo de gel (Vilber Lourmat,

Francga).
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5.4 Identificacao de Leveduras

Todos os isolados de leveduras tiveram suas colnias descritas de acordo com as
caracteristicas macromorfoldgicas de: cor da coldnia, textura da superficie, aspecto da
borda e tempo de crescimento e micromorfoldgicas de: tamanho da célula, tipo de
brotamento, forma da célula. Todos os agrupamentos foram confirmados por perfis
fisiolégicos e técnicas moleculares de PCR microsatélite utilizando os oligonucleotideos
sintéticos Ell, para as leveduras ascomicéticas e (GTG)s, para as basideomicéticas; em
seguida um a dois isolados de cada agrupamento foram selecionados para identificacdo
molecular por meio de sequenciamento da regido D1/D2 do gene do RNA ribossomal.
Segundo Kurtzman et al. (2011) linhagens de uma mesma espécie possuem de 0 a 3
nucleotideos de diferenca numa mesma regiao, ja linhagens que apresentam mais de trés

nucleotideos de diferentes nao continuos podem representar uma espécie nova.

5.4.1 Perfil fisiolégico

Caracteristicas fisioldgicas foram utilizadas para o agrupamento das leveduras
segundo Kurtzman et al. (2011). A assimilagao de fontes oferecidas no teste fisiolégico
auxilia no agrupamento de géneros e espécies de levedura, foram realizados ensaios
utilizando 36 fontes de carboidratos (glicose, galactose, L-sorbose, maltose, sacarose,
celobiose, trealose, lactose, melibiose, rafinose, melizitose, inulina, amido, D-xilose, L-
arabinose, D-arabinose, D-ribose, L-raminose, etanol, glicerol, eritritol, ribitol,
galactitol, D-manitol, glucitol, salicina, DL-lactato, suocinato, citrato de sédio, M-
inositol, metanol, xilitol, acetona,isopropanol, gluconato, N acetil glucosamina), trés
fontes de nitrogénio (nitrato, nitrito e lisina), condi¢ao de fermentar glicose, capacidade
de crescer em meio sem fonte de aminodcidos, capacidade de crescer em meios com
10% de NaCl e com 50% de glicose, resisténcia a &cido acético, condi¢do de
crescimento em duas diferentes temperaturas, produ¢do de 4cidos e formacdo de

composto amiléides.

5.4.2 Extracao do DNA total de leveduras
Para extracdo do DNA total, os isolados representantes do agrupamento de
levedura foram crescidos em agar YM. Apds crescimento, as colonias foram

ressuspendidas em tudos de 0,6 mL com 100 pL de tampao de lise (Tris-HCL -
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trishidroximetilaminometano 0,05 M, EDTA — 4cido etilenodiamino tetraacético 0,005
M, NaCL 0,1M e SDS - sédio dodecil sulfato 1%) e incubadas em banho seco a 65 °C
por 30 minutos. Em seguida, foi adicionado 100 pL de fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1 - Sigma) aos tubos e os mesmo vedados com parafilme,
homogeneizados em vortex durante 4 minutos e centrifugado a 14.000 rpm durante 15
minutos. O sobrenadante foi retirado e transferido para novo tudo de 0,6 mL,
adicionados 100 pL de etanol 70% (Merck) refrigerado. O contetido foi homogeneizado
e centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e os tubos
de 0,6 mL incubados em temperatura ambiente para evaporacdo do etanol. O DNA total
foi ressuspendido em 50 pL de Tris-EDTA (Tris-HCL 0,01M e EDTA 0,001M) e

armazenado em freezer a -20 °C.

5.4.3 PCR microsatélite com os iniciadores EI1 e (GTG)5

Para confirmacgdo da identificacdo morfoldgica das leveduras, os isolados foram
submetidos a andlise molecular, por meio de PCR microsatélite utilizando o iniciador
EIl para as leveduras ascomicética e GTGs para as leveduras basiomicetica (LOPES et
al. 1998). A reacdo de PCR com o iniciador EIl foi realizada com um volume final de
25 uL contendo 1,5 pL de DNA, 1,5 pL do iniciador EI1 umol' (MWG Biotech), 2,0
puL de tampao de PCR 5X (Fermentas), 1,2 uLL de MgCl, 25mM, 1 pL. de ANTP 10 mM,
0,2 uL. de TagDNA polimerase 5U (Fermentas) e o volume final completado com dgua
para injecdo estéril. As reacOes de PCR foram realizadas utilizando o termociclador
PCR (Vapo.protect - Eppendorf) sob as seguintes condicdes: desnaturagdo inicial a 94
°C por 3 minutos, seguido por 33 ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a 94 °C, 2 minutos
da anelamento a 45 °C e 1,5 minutos de extensao a 74 °C, e uma extensao final por 5
minutos a 74 °C.

Ja a reacdo de PCR microsatélite para as leveduras basideomicéticas com o
iniciador GTGs teve um volume final de 25 pL. contendo 1,5 pL. de DNA, 2 pL do
iniciador GTGs umol‘1 (MWG Biotech), 2,5 pLL de tampao de PCR 5X (Fermentas), 1,5
pL de MgCl, 25mM, 1 pul de dNTP 10 mM, 0,3 pL de TagDNA polimerase 5U
(Fermentas) e o volume final completado com 4gua para injecao estéril. As reacdes de
PCR foi realizadas utilizando o termociclador PCR (Vapo.protect - Eppendorf) sob as

seguintes condi¢gdes: desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 minutos, seguido por 40 ciclos
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de 45 segundos de desnaturagdo a 93 °C, 1 minuto da anelamento a 50 °C e 1 minuto de
extensdo a 72 °C, e uma extensao final por 6 minutos a 72 °C.

Os produtos das PCRs foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1,5%, em tampao TBE 0,5X, eluidos,em tampao de corrida 6X e Gel Red, durante
aproximadamente 60 minutos a 120V. Os géis foram visualizados sob luz ultravioleta e

fotografados pelo sistema de foto-documentagdo de gel (Vilber Lourmat, France).

5.4.4 Amplificacao utilizando os iniciadores NL1 e NL4

Dentre as leveduras que apresentaram perfis moleculares distintos, um isolado
foi selecionado para os sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior do gene
do rRNA utilizando os iniciadores NL1 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-
3’) e NL4 (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) segundo Lachance et al. (1999). A
reacdo foi realizada em um volume final de 50 pL contendo 2 pL. de DNA, 1 uL de cada
iniciador NL1 e NL4 10 pmol! (MWG Biotech), 5 pL de tampdo de PCR 10X
(Fermentas), 2 uL. de MgCl, 25mM, 2 pL de ANTP 10 mM, 0,3 uL de TagDNA
polimerase 1.25U (Fermentas) e o volume final completado com &4gua para injecdo
esterilizada. As reacdes de PCR foram realizadas utilizando o termociclador PCR
(Vapo.protect - Eppendorf). O programa consiste de uma desnaturacgdo inicial a 95 °C
por 2 minutos, seguido por 35 ciclos de 15 segundos de desnaturagdo a 95 °C, 25
segundos de anelamento a 54 °C e 20 segundos de extensdo a 72°C, e uma extensao
final por 10 minutos a 72 °C. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em
gel de agarose 1%, em tampao TBE 0,5X, eluidos,em tampao de corrida 6X e Gel Red,
durante aproximadamente 30 minutos a 120V. Os géis foram visualizados sob luz
ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentacao de gel (Vilber Lourmat,

France).

5.5  Purificacao dos amplicons

Os amplicons gerados pelas reagdes de PCR foram purificados utilizando-se a
metodologia EDTA- Etanol. Ao produto de PCR (47 uL) foi adicionado 11,25 pL de
EDTA e 141 pL de Etanol, que foi mantido em temperatura ambiente por 15 minutos.
Em seguida o tubo foi centrifugado a 13.500 rpm por 25 minutos e o sobrenadante

retirado por inversao, foram adicionado ao tubo 120 pL de etanol 70% resfriado a 4 °C.
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O tubo foi novamente centrifugado a 13.200 r.p.m. por 10 minutos e o etanol foi
retirado por inversdo. O tubo foi deixado a temperatura ambiente para evaporacido de
todo o excesso de etanol, e apds, foram adicionados 10 pL. de dgua para injecdo estéril e
o conteudo do tubo foi homogenizado em vértex por 15 segundos. Em seguida, o tubo
foi incubado em banho- seco a 37 °C por 60 minutos. O produto obtido foi dosado em
NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies) e aqueles que apresentaram dosagens

entre 80 e 150 ng/uL. foram entdo utilizados nas reagdes de sequenciamento.

5.6 Reacao de sequenciamento

O sequenciamento foi realizado utilizando-se o kit Big Dye versdo 3.1 (Applied
Biosystems, EUA) em combina¢do com o sistema de sequenciamento automatizado
ABI 3730. Para a reacdo de sequenciamento foram utilizados 5-20 ng do DNA
purificado, os reagentes presentes no kit e os iniciadores. A reacdo de PCR foi realizada
em uma placa de sequenciamento de 96 pocos em um volume final de 1 pL. do tampao
(presente no kit de sequenciamento) , 1 uL de Big Dye e 1 pL do iniciador (5 pmol™),
de 1 a5 puL de DNA, de acordo com a dosagem do DNA purificado, e o volume final
foi completado com &4gua para inje¢cdo autoclavada. O programa consiste de uma
desnaturacgdo inicial a 36 °C por 1 minuto, 36 ciclos de uma desnaturagdo inicial a 96 °C
por 15 minutos, seguido por 15 segundos de anelamento a 50 °C e 4 minutos de

extensdo a 60 °C.

5.7 Precipitacao da reacao de sequenciamento

Para precipitagao das reacoes de sequenciamento, acrescentou 1 uLL. de EDTA a
125 mM, 1 pL de acetato de amonio e 50 uL. de etanol 96% (Merck) foi adicionado em
cada poco da placa de 96 pogos. As solucdes foram dispensada na parede lateral dos
pocos e a placa levemente batida sobre a bancada para que as gotas se misturassem a
reacdo. Em seguida, a placa foi submetida a agitacio em voértex e incubada por 20
minutos a temperatura ambiente, protegida da luz. Apds periodo de incubagdo, a placa
foi centrifugada por 45 minutos a 3700 rpm e o sobrenadante foi descartado por
inversdo. Em seguida, foram adicionados 100 pL de etanol 70% (Merck/EUA). A placa
foi novamente centrifugada por 15 minutos a 4000 rpm e o sobrenadante foi entdo

descartado. Para remog¢ao do excesso de etanol, a placa foi invertida sobre um papel
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absorvente, e submetida a um pulso em centrifuga a 900 rpm durante 1 segundo. Em
seguida a placa foi mantida em repouso durante 20 minutos, protegida da luz, para
evaporacao do etanol. Ao DNA das amostras precipitado em cada pogo da placa foi
adicionado 10 uL de Formamida HI DI (Applied Biosystems, EUA). Em seguida a
placa foi armazenada a 4 °C, protegida da luz, até injecdo das amostras no sistema

automatizado ABI 3730.

5.8 Anadlise computacional das sequéncias

As sequéncias de DNA foram comparadas com as sequéncias de espécies tipo ou
referéncia de fungos depositadas no GenBank, utilizando o programa BLASTn (Basic
Local AlignmentSerch Tool — versao 2.215 do BLAST 2.0) disponivel no portal NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), desenvolvido pelo National Center For
Biotechnology. Os fungos que apresentaram sequéncias com cobertura, valor de E=0¢e
identidade > 99% em comparacdo as sequéncias de fungos depositadas no GenBank,
bem como proximidade quando analisadas filogeneticamente utilizando o programa
MEGA 6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA et al., 2013) foram
considerados como pertencentes a mesma espécie. Para fungos com sequéncias com
cobertura, valor de E diferente de 0, e identidade < 98% foram identificados em género
ou niveis hierarquicos mais altos de acordo com a anélise filogenética realizada com o
programa MEGA 6. Além disso, o termo ‘cf.” (latim for confer =comparado com) foi
utilizado para indicar a espécie a qual se assemelha, mas apresenta pequenas diferencas
com a espécie referéncia.

Para identificacdo molecular foram utilizadas as sequéncias que possuiam acima
de 350 nucleotideos e a andlise filogenética foi conduzida utilizando-se o programa
MEGA. O alinhamento para cada género estudado foi preparado incluindo sequéncias
de espécies tipo ou referéncia depositadas em colecdes de cultura obtidas do GenBank
para aumentar a acurdcia das identificagdes. As arvores filogenéticas foram construidas
utilizando o algoritimo de Neighbor-joining. O modelo Maximum composite likelihood
foi usado para estimar a distancia evoluciondria. Uma andlise de bootstrap foi feita com
1.000 repeti¢des utilizando os programas incluidos no Mega 6. Informacdes sobre os

niveis hierdrquicos utilizados na taxonomia fuingica foram obtidos no MycoBank
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(http://www.mycobank.org/) e Index Fungorum (http://www.Indexfungorum.org/) e

Kirk et al. (2008).

5.9 Calculo de indices de diversidade

As contagens de isolados obtidos foram utilizadas para calculo das densidades
de cada local de coleta e espécies de liquen amostrado. Além disso, a abundancia de
cada taxon foi calculada de acordo com a seguinte formula: porcentagem de abundancia
do tdxon A = ndmero de isolados do tdxon A x 100/soma de isolados de todos os
tdxons. Estes dados foram utilizados para determinar a prevaléncia de cada tixon em
comparacdo com o total de tdxons presente nas comunidades flingicas de cada area de
coleta.

Para avaliar a diversidade de espécies dos diferentes locais de coleta foram
utilizados indices de riqueza, diversidade e dominancia de Margalef, Fisher a e Simpson
respectivamente. Para avaliar a similaridade entre as comunidades fingicas de cada
local de coleta foi utilizado o coeficiente de Sorensen (QS) e Bray-Curtis (B). O
coeficiente de Sorensen (QS) é representado pela formula: QS = 2C/(A+B), 15 onde A e
B representam o nimero de espécies nas amostras A e B, respectivamente, ¢ C 0 nimero
de espécies compartilhadas pelas duas amostras. O indice de Bray-Curtis (B) varia de 0
a 1, sendo que O significa que as comunidades nao compartilham nenhuma espécie e 1
que compartilham todas as espécies na mesma frequéncia.

Uma curva de rarefacio foi tragada utilizando o indice de Mao Tau, o qual
interpola valores entre zero e o nimero de amostras analisadas, e calcula a riqueza
esperada e o intervalo de confianca. Para a constru¢do dessas curvas foi utilizada a 20
densidade de cada tdxon obtido. Este cdlculo permite uma comparagao 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 calculados a partir de
1.000 repeti¢des. Todos os indices foram calculados 25 utilizando o programa PAST

1.90 (HAMMER et al., 2001).
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5.10 Preparo dos extratos
Os extratos fungicos foram preparados a partir do crescimento micelial dos
fungos filamentosos e crescimento das coldnias de levedura, fermentagcdo sélida, e a

extragdo dos possiveis metaboticos secunddrio se deram através de extracio etandlica.

5.11.1 Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos obtidos foram cultivados em placas de Petri contendo
meio YM incubados segundo a temperatura de isolamento, 15°C para os fungos isolados
da Antartica e 25°C para os fungos isolados do Caraca e do Deserto do Atacama. Apds
15 dias de crescimento todo o meio de cultura e crescimento micelial de cada fungo foi
macerado e transferido para tubo conico de 50 mL. Para a obtencdo dos extratos brutos,
foi adicionado 25 mL de etanol P.A (Vetec) em cada tubo contendo o meio de cultura
com o crescimento fingico, os mesmos foram triturados com auxilio de uma espétula
esterilizada o que auxilia facilitando a penetracio do solvente. Os tubos foram
incubados por 48 horas ao abrigo da luz refrigerado a 4 °C, em seguida o sobrenadante
foi filtrado com auxilio de papel de filtro estéril e transferido para novos frascos. Todos
os extratos obtidos foram secos em concentrador a vicuo (Savant) com temperatura
inferior a 35 °C e em seguida foram solubilizados em dimetisulféxido (DMSO), a uma

concentracdo de 20 mg/mL e mantidos a -20 °C até utiliza¢do no ensaios biologicos.

5.11.2 Leveduras

Para obten¢ao dos extratos foram utilizadas microplacas de 24 pogos contendo
em cada poco 1 mL de meio YM. Em cada pogo foram inoculados as leveduras
isoladas em duplicata e incubadas por 15 dias. Apds o periodo de incubacdo, o meio de
cultura com crescimento das leveduras foi macerado com auxilio de um pistilo
esterilizado e adicionado 1,5 mL de etanol PA em cada poco. Todas as microplacas
foram incubadas por 48 horas, em seguida o sobrenadante cada poco foi transferido para
tubos novos de 1,5 mL. Os extratos obtidos foram secos em concentrador a vacuo
(Savant) com temperatura inferior a 35 °C e em seguida solubilizados em DMSO, a uma
concentracdo de 20 mg/mL e mantidos a -20 °C até utilizacdo nos ensaios biol6gicos.
Todos os extratos obtidos (fungos filamentosos e leveduras) foram depositados na
Extratoteca do Laboratdrio de Quimica de Produtos Naturais do CPqRR/FIOCRUZ para

futuros estudos de bioprospeccao.
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5.11 Preparo dos extratos de liquens

Os talos dos liquens foram coletados aleatoriamente nos pontos de coleta,
macerados e inoculados em tubos conicos de 50 mL com 25 mL de etanol. Os tubos
foram mantidos ao abrigo da luz e, apds 15 dias, o sobrenadante foi filtrado e
transferido para frascos de cintilacdo. Todos os extratos brutos obtidos foram secos em
concentrador a vacuo (Savant) com temperaturas inferior a 35 °C, solubilizados em

DMSO, a uma concentracao de 20 mg/mL para realizacdo de ensaios biolégicos.

5.12 Determinacao da atividade biolégica

A determinacdo da atividade biol6gica dos extratos foi realizada por método
colorimétrico utilizando os seguintes alvos: micro-organismos alvos de interesse na
saude publica, na inddstria de alimentos e na agricultura. Todos os ensaios serdo

realizados em triplicata.

5.12.1 Ensaio com micro-organismos alvos

A determinagdo da atividade antimicrobiana dos extratos obtidos foi avaliada
pelo método de microdiluicdo em placa de acordo com metodologia descrita no
Documento 7.1 Antifungal Susceptibility Testing Subcommittee of the European
Committee on Antibiotic Susceptibility Testing (AFTS-EUCAST, 2002, Rodriguez-
Tudela et al. 2003) com modificacdes (CARVALHO et al., 2012), o qual € baseado nos
procedimentos de referéncia CLSI M27-A2, com modifica¢cdes. Inicialmente a triagem
foi realizada com uma linhagem de bactéria gram-positiva (Staphylococcus aureus
ATCC 12600), duas gram-negativas (Escherichia coli ATCC 11775 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145), duas leveduras (Candida albicans ATCC 60193 e Pichia
kurdiavzevii (Candida krusei) ATCC 6258) e um fungo filamentoso (Cladosporium
sphaerosperum CCT 1740).

Para a realizacdo dos ensaios, as leveduras e bactérias foram obtidas de coldnias
previamente crescidas em agar Sabouraud (Difco/EUA) a 37 °C e as bactérias em agar
Mueller-Hinton (Difco/EUA) a 35 °C, ambos por 24 horas. Cinco coldnias distintas
com didmetro de aproximadamente 1 mm foram suspensas em solucdo salina estéril

0,85% (0,145 mol/L). A suspensdo resultante foi homogeneizada em agitador tipo
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vortex durante 15 segundos. A densidade celular foi padronizada em espectrofotometro
(Bioespectro SP-22) para 70% de transmitancia a 530nm, o que corresponde a 106
UFC/mL (CLSI, 2003). A padronizacdo € feita acrescentando-se solucao salina, quando
necessario. Posteriormente, a suspensao obtida foi diluida 10 vezes em meio de cultura
(RPMI 1640 acrescido de 2% de glicose) para utiliza¢do no ensaio.

Para a realizacdo do ensaio antimicrobiano foi utilizado o meio de cultura
sintético RPMI 1640 (INLAB Diagnéstica) tamponado com acido morfolinepropano
sulfonico (MOPS - Sigma, EUA), suplementado com 2% glicose para as leveduras e
Mueller-Hinton para as bactérias, e placas de 96 pocos de fundo chato (TPP, Suica). Os
extratos foram testados na concentracdo de 100 mg /mL, e todos os testes foram
realizados em duplicata. Em cada poco utilizado para teste foram inoculados 25 uL do
extrato (dissolvidos em DMSO e dgua deionizada autoclavada para a concentracao de 1
mg/mL), 25 pL. do meio de cultura e 50 pL de in6culo. Como controles positivos foram
utilizados a anfotericina B (Sigma, EUA) a 2 ug/mL para as leveduras, e cloranfenicol
(Sigma, EUA) a 32 ug/mL para as bactérias. Ao final, o volume de cada pogo foi de 100
puL e as concentragdes de DMSO 0,1% e extrato 250 mg /mL.

As placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas. Apds incubagdo, em cada poco
foi acrescentado 10 uLL de Brometo Tiazolil Azul de Tetraz6lico (MTT/ AMRESCO - 5
mg/mL), homogeneizado e as placas novamente incubadas a 35 °C por 4 horas. O MTT,
sal tetrazdlio amarelo, € convertido a azul de formazan por desidrogenases das células
vivas (SOUSA, 2007), revelando a presenca daquelas metabolicamente ativas.
Posteriormente, foram acrescentados a cada poco 100 uL de SDS/Isopropanol 5% (50 g
de Dodecil Sulfato de Soédio, 200 mL dgua deionizada autoclavada, 500 mL q.s.p.
Isopropanol PA, pH 5,4), e entdo as placas foram homogeneizadas rigorosamente. O
SDS/Isopropanol rompe a membrana celular dos micro-organismos alvos e
disponibiliza no meio o formazan.

A leitura foi realizada por meio do método colorimétrico do MTT em um leitor
de microplaca VERSAmax (Molecular Devices) pelo programa Softmax® Pro 5
(Molecular Devices), com a absorbancia de 570 nm para bactérias e leveduras.

Para o ensaio contra Cladosporium sphaerospermum CCT 1740, este foi
crescido previamente em BDA a 25 °C por 7 a 10 dias. Para o preparo da solu¢do uma

alcada bem carregada do esporos foi suspensa em solo¢dao salina estéril 0,85%. A
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suspensao resultante foi homogeneizada em agitador tipo vortex durante 15 segundos. A
densidade celular da suspensdo foi padronizada em espectrofotometro (Bioespectro SP-
22) para 15% de transmitincia a 620 nm, o que corresponde a 10° esporos/mL (NCCLS
M38 - A, v. 22, n° 16). Posteriormente, a suspensao obtida foi diluida 50 vezes em meio
de cultura (RPMI 1640 - INLAB Diagndéstica) para utilizacdo no ensaio.

Os extratos foram testados na concentracdo de 250 mg/mL, e todos os testes
foram realizados em duplicata. Em cada pogo utilizado para teste foram inoculados
25uLlL do extrato (dissolvidos em DMSO e diluidos em 4gua deionizada autoclavada
para a concentracdo de 1 mg/mL), 25 pl. do meio de cultura e 50 pLL do inéculo. Como
controle positivo foi utilizado Benomyl a 1,16 pug/mL. Ao final, o volume de cada pogo
foi de 100 pL e as concentragdes de DMSO 0,1% e extrato 250 mg/mL.

Ao final do processo as placas foram colocadas em um agitador (Uniscience OS-
10) por 20 minutos a 200 rpm. Posteriormente, foram incubadas a 25 °C por 48 horas. A
leitura foi realizada em um leitor de microplaca VERSAmax (Molecular Devices) pelo
programa Softmax® Pro 5 (Molecular Devices), com a absorbancia de 620 nm.

A absorbancia dos pocos testes foi comparada com a absorbancia do controle de
micro-organismo, sendo a porcentagem de inibi¢do calculada por meio da férmula
abaixo, em que DO* refere-se a densidade 6tica dos pogos.

Porcentagem de Inibicao: Densidade 6ptica pogo controle — DO pogo tratado X 100

Densidade 6ptica do pogo controle

Arbitrariamente, foram considerados ativos os extratos com valor de inibicao
maior ou igual que 60%, os quais foram submetidos ao célculo da Concentragdao

Inibitéria Minima (CIM).

5.13 Determinacao da Concentrac¢ao Inibitéria Minima (CIM)

Todos os extratos ativos foram submetidos a determinacdo da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) utilizando o programa SoftMax Pro 5 (Figura 7). Na primeira
coluna do pogo teste (coluna 2) foram inoculados 100 pL do extrato (dissolvidos em
DMSO e diluidos em meio de cultura para a concentracao de 500 pg/mL), 50 pL do
meio de cultura (coluna3 a 11) e 50 pL do indéculo (coluna 2 a 11). Posteriormente,

foram realizadas diluicdes sucessivas a partir da coluna 2 até a coluna 11. Ao final, o
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volume de cada poco foi de 100 pL, as concentragdes de DMSO 0,1% e os extratos
variaram de 250 pg/mL a 0,488 pg/mL. O meio de cultura, a padronizagdao do indculo,
os controles positivos e negativos e a leitura dos resultados foram realizados conforme
descrito acima na triagem da atividade antimicrobiana, para os respectivos micro-
organismos alvos. Os extratos ativos foram testados em diferentes concentracdes de 100
a 0,2 para cdlculo da Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) em comparacdo as

respectivas drogas controle.

1 2 3 4 <] & 7 8 9 10 11 12

Q B:m=ziodz cultura 'D Contrale B3RSTI DRSS - maaic de cultura - alee
Q Chrmeiode cultura— alve 'O CPrmeziscde caltura - alve - dragacontrolz

Figura 7. Esquema da placa de ensaio para determina¢ido da Concentra¢do Inibitéria Minima
(CIM).

5.14 Analise dos extratos po Ressonincia Magnética Nuclear (RMN)

ApOs a realizacdo dos ensaios onde foram avaliados as Concentracdes Inibitdrias
Minimas (CIM) os extratos flingicos que mantiveram atividade contra os micro-
organismos alvos foram selecionados para particdo com o solvente diclorometano P.A.
(Vetec) afim de reduzir a quantidade de acucares e impurezas presente nos extratos
bruto. Apds a particdo os extratos foram submetidos a Ressonancia magnética Nuclear
(RMN) na Unidade de Pesquisa de Produtos Naturais em Oxford (USDA-ARS),
pertencente ao National Center for Natural Products Research do United States
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Department of Agriculture (ARS/NPURU/USDA), sob orientagdo de Dr. Charles
Cantrell (Quimico), e colaboracdo de técnicos especializados. As fracdes dos extratos
fiingicos foram analisadas por espectros de ressonincia magnética nuclear (RMN) de 'H
e 13C foram obtidos em um aparelho Inova 600 MHz da fabricante Varian (Palo Alto,
CA). As amostras foram preparadas a aproximadamente 10 mg/mL em cloroférmio
deuterado (CDCl3) e analisadas em tubos de RMN de 3 mm. Todos os espectros de
RMN foram processados pelo programa MestReNova v8.1.2-11880 (Mestrelab
Research, S. L., 2013), um programa padrio de pulso de H!. Todos os espectros de *C
foram registrados em experimentos de DEPT de 90 ° e 135 °C. (ROSA et al.,, 2012)

5.15 Determinacao de resisténcia a radicoes ultravioleta

Todos as de leveduras Antdrtica foram triadas quanto a capacidade de resistir a
radiacdes UVC e UVambiental. Posteriormente os isolados que apresentaram o mesmo
perfil de resisténcia foram analisados quanto a possivel producdo de pigmentos

(melanina e/ou carotenoides) por meio da espectroscopia de Raman.

5.15.1 Ensaio de resisténcia a radiacao UVC

As leveduras isoladas de liquens da Antartica foram avaliadas quanto a
resisténcia a radiacdo UVC. Os ensaios foram realizados em duplicata de acordo com o
protocolo proposto por Pulschen et al. (2015), com algumas modificagdes. As leveduras
foram crescidas em caldo GYMP (glicose 2%, extrato de levedura 0,5%, extrato de
malte 1% Na;PO4 0,2%) sob agitacdo de 150 rpm a 15 °C. As células foram crescidas
até uma densidade 6ptica de ODeoo = 0,8 a 1, e apds dosagem estas células foram
lavadas com solucdo salina 0,9% de NaCl. O inéculo testado foi ajustado para a
concentracdo final de 10% a 107 células/mL, 10 mL da suspensdo de células foram
transferidos para placas de Petri (70mm de diadmetro) e a suspensdo irradiada utilizando
lampadas Philips TUV-20W, baixa pressao Hg (com o pico de emissao em 253,7 nm),
sob agitacdo de 150 rpm. A radiacdo foi monitorada durante todo o experimento por
meio do dosimetro calibrado RMX-3W (Vilber Lourmat, Franca) e fotocélulas de UV-C
CX-254 (Vilber Lourmat, Franca). O fluxo de UV-C medido durante o experimento foi
de 6,0 W/m? e as amostras foram colocadas a uma distancia de 25 cm da lampada.

Nenhuma variagdo significativa de temperatura que poderia afetar a sobrevivéncia das
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células foi detectada na solugdo, durante o experimento. Apds as diferentes doses de
exposicao (300, 600 e 900 J/m?), 10 uL da suspensdo de células foram inoculado em
meio YM e as placas foram incubadas a 15 °C.

O crescimento das coldnias foi comparado ao crescimento do controle negativo
Saccharomyces cerevisiae BY4742, utilizada como um modelo de baixa resisténcia, e
ao controle positivo Exophiala sp. 15LV1 (Pulschen et al., 2015) utilizada como um
modelo de alta resisténcia. Os resultados foram expressos pela média da razao entre a
contagem de unidade formadora de coldnia (UFC) ap6s a irradiacdo e a contagem de

UFC no tempo de exposi¢do igual a 0 (N/Np), controle ndo irradiado.

5.15.2 Ensaio de resisténcia a radiacao UV ambiental

Todas as leveduras isoladas da Antartica foram avaliadas quanto sua capacidade
a resistir a difentes tempos de exposicao a radiagdo UV encontrada na Terra. Para a
triagem das leveduras foi utilizado o simulador solar SOL UV-2 (Oriel, Newport-
EUA), com emissao a partir de 280 nm, sendo que 85,7% da emissao € de radiagao UV-
A, 11% de UV-B e 3,3% de luz visivel. O fluxo durante o experimento foi de 96 W/m?
para 312nm e 131,5 W/m? para 365nm, medido pelo dosimetro (Vilber Lourmat,
Franca) com fotocélulas de UV-B CX-312 nm e UV-A CX-365 (Vilber Lourmat,
Franca). Ao contrario da lampada de UV-C, que possui emissdo em linha, o simulador
solar possui um espectro continuo, simulando a irradiacdo solar que chega na superficie
da Terra. Como os dosimetros sdo calibrados para medir em uma faixa ao redor de 312
e 365 nm, os valores medidos correspondem apenas a essas regides, € nao ao fluxo total
de UV-A e B.

Os controles negativos e positivos utilizados também foram os mesmos
utilizados no ensaio de resisténcia a radiacdo UV-C, Saccharomyces cerevisiae BY4742
e Exophiala sp. 15LV1, respectivamente. A suspensdo de células expostas no ensaio
equivale a 10%a 107 células/mL, sendo as mesmas determinadas apds crescimento em
GYMP, dosagem da D.O. e lavegem das células em salina 0,9%. As placas foram
expostas a 15, 30, 45 e a 60 minutos em temperatura ambiente (~20 °C ) sob agitacao de
150 rpm em solugdo salina 0,95 NaCl. Apés a exposi¢do 10 pL da suspensdo de células
foram plaqueados em meio YM e as placas foram incubadas a 15 °C. estes
experimentos foram feitos em duplicata. A resisténcia foi calculada pela contagem de

UFC, e os resultados expressos conforme descrito para ensaio de UVC.
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5.16 Espectroscopia de Raman

Dentre as leveduras que apresentaram, apds triagem, diferentes perfis de
atividade frente as radiagdes UVC e UV ambiental, foram selecionadas leveduras para
avaliacdo de possiveis pigmentos (melanina e/ou carotendides) produzidos por meio da
andlise de espectroscopia de Raman, esta técnica tem sido bastante utilizada para
estudos astrobiolégicos sobretudo por sua portabilidade e por ser uma técnica ndo
destrutiva e que ndo necessita de preparo prévio da amostra. Foi utilizado para esta
andlise um espectrodmetro micro-Raman Renishaw modelo InVia com laser para
excitacdo em (633 e 785 nm), objetiva de 20X e detector CCD, e um equipamento
Bruker RFS 100/S FT-Raman, com laser de excitagdo em 1064 nm e detector de Ge
resfriado por LN>. As amostras foram analisadas por meio de estregaco da colonia das
leveduras selecionadas em laminas de vidro. Para evitar danos térmicos e

fotodegradacdo das amostras, utilizou-se baixa poténcia no laser incidente.
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6 RESULTADOS

6.1 Coleta, isolamento e identificacao dos fungos

Ap6s o processo de purificagdo foram obtidos 919 isolados fingicos, dos quais
812 definidos como fungos filamentosos ¢ 107 como leveduras (Tabela 2). Na
Antértica, a frequéncia de isolamento dos fungos, a partir de cada exemplar de liquen,
variou de zero a 12 individuos e foram obtidos 336 fungos filamentosos e 102
leveduras. Dos talos dos liquens coletados no Campo de Altitude na RPPN Santuério do
Caraga foram obtidos 302 isolados de fungos filamentosos e nenhuma levedura. Dos
talos de liquens coletados no Deserto do Atacama foram obtidos 174 fungos

filamentosos e cinco leveduras.

Tabela 2 Numero de isolados de fungos nao liquenizados por espécie de liquens e area
de coleta.

N° de isolados

Area/Espécie de liquen N° de espécimes de Fungos Leveduras
liquens amostrados ~ filamentosos

Ilha Elefante/Antartica

Usnea antarctica Du Rietz 50 148 (18%) 48 (45%)
ITha Rei George/Antartica

Usnea aurantiaco-atra (Jacq.) Bory 50 74 (9%) 22 (20%)
Ilha Deception/Antértica

Usnea antarctica 50 114 (14%) 32 (30%)
Campo de Altitude/Brasil

Usnea sp. 50 302 (37%) 0

Deserto do Atacama/Chile
Reserva do Paposo

Usnea sp. 12 61 (8%) 2 (2%)
Parque Pan de Azucar

Ramalina sp. 27 113 (14%) 3 3%)
Total 239 812 107

As espécies de fungos nao-liquenizados identificadas neste trabalho pertencem
aos filos Ascomycota (78%), Basidiomycota (18%), Deuteromycota (2%) e Zygomycota

(2%). Houve predominancia do filo Ascomycota em todas as regides estudadas.
60



1140

1145

1150

1155

1160

1165

Dentre os fungos obtidos dos liquens antérticos, 13 espécies foram obtidas na
Ilha Elefante, 15 da Ilha Rei George e 18 da Ilha Deception. Entre os 102 isolados de
leveduras, 14 espécies foram obtidas na Ilha Elefante, cinco na Ilha Rei George e nove
na Ilha Deception (Tabela 3; Figuras 8-11). Todos os isolados fingicos obtidos na
Antértica foram distribuidos em 21 géneros dentro de 11 classes, filo Ascomycota
classes Dothideomycetes (5), Sordariomycetes (2), Saccharomycetes (2), Leotiomycetes
(2), Eurotiomycetes (1) e Ascomycetes (1), trés classes no filo Basidiomycota classes
Agaricostilbomycetes (1), Microbotryomycetes (2) e Tremellomycetes (4), uma classe no
filo Deuteromycota classe Blastomycetes (1) e uma classe no filo Zygomycota classe
Mortierellales (1).

Dos talos de Usnea antarctica foram identificadas espécies dos géneros
Antarctomyces, Bensingtonia, Candida, Capnobotryella, Capnodiales, Catenulostroma,
Cladosporium, Cryptococcus, Fusarium, Holtermanniella, Leucosporidiella, Mrakia,
Mortierella, Penicillium, Pseudogymnoascus, Rhodotorula, Thelebolus, Tremella e
Yarrowia. Ja dos talos de Usnea aurantiaco-atra foram obtidas espécies dos géneros
Bensingtonia, Candida, Cladosporium, Cryptococcus, Fusarium, Leptosphaeriaceae,
Mrakia, Penicillium, Pseudogymnoascus, Purpereocillium e Thelebolus.

As leveduras Bensingtonia yamatoana, Cryptococcus victoriae € Debaryomyces
hansenii, bem como os fungos filamentosos dos géneros Fusarium, Penicillium,
Pseudogymnoascus e Thelebolus foram obtidos em comum das dos talos liquénicos das
trés ilhas amostradas. A espécie Antarctomyces psychrotrophicus, descrita como
endémica da Antartica, foi abundantemente obtida das amostra de Usnea antarctica
coletados nas Ilhas Elefante e Deception. As epécies Holtermanniella watticus,
Leucosporidiella creatinivora, Mortierella sp. e Yarrowia lipolytica tiveram ocorréncia
exclusiva na Ilha Efefante; Purpereocillium lilacinum ocorreu apenas na Ilha Rei
George; e Catenulostroma sp., Capnobotryella sp. e Capnodiales sp. foram obtidas

apenas na dos liquens coletados na Ilha Deception.
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Tabela 3. Identificacdo molecular dos fungos obtidos na Antértica.

N° de Cobertura Identitdade N°de bp “Espécie ou grupo taxonéomico
Ilha/liquen TUFMGCB isolados Resultado Top BLAST (n° de acc. GenBank) (%) (%) analizados proposto
Ilha Elefante
Usnea antarctica 8462° 23 Antarctomyces psychrotrophicus (AM489755) 100 100 452 A. psychrotrophicus (KP73162)
8460°¢ 19 Fusarium annulatum (AY213654) 99 99 506 Fusarium sp. 1 (KP903300)
842454 17 Penicillium chrysogenum (HQ026745) 100 99 434 Penicillium chrysogenum (KP903304)
8488° 17 Thelebolus globosus (DQ028268) 98 99 473 Thelebolus sp. 1 (KP903311)
8521° 14 Mortierella gamsii (HQ630340) 96 99 570 Mortierella sp. (KP903302)
8526° 13 Pseudogymnoascus destructans (NR111838) 100 99 480 Pseudogymnoascus sp. 7 (KP903306)
8474 9 Penicillium rubens (NR111815) 100 100 552 Penicillium sp. 2 (KP903305)
8503 9 Pseudogymnoascus destructans (NR111838) 96 99 544 Pseudogymnoascus sp. 10 (KP903308)
Ant387¢ 7 Candida parapsilosis (KF619555) 100 100 549 C. parapsilosis (KP994241)
Ant388¢ 7 Cryptococcus victoriae (KC433849) 100 100 516 Cr. victoriae (KP994236)
8516° 6 Fusarium fujikuroi (NR111889) 100 99 529 Fusarium sp. 2 (KP903301)
8441b4¢ 6 Penicillium chrysogenum (AY373902) 100 99 508 Penicillium sp. 1 (KP903303)
8562° 6 Pseudogymnoascus destructans (NR111838) 97 99 426 Pseudogymnoascus sp. 1 (KP903307)
Ant420¢ 5 Cryptococcus aquaticus (AY052487) 100 99 562 Cr. aquaticus (KP994240)
Ant424¢ 5 Debaryomyces hansenii (KC111444) 100 99 541 D. hansenii (KR062070)
85320 5 Pseudogymnoascus destructans (NR111838) 98 98 446 Pseudogymnoascus sp. 5 (KP903310)
Ant394¢ 5 Rhodotorula laryngis (KC433872) 100 100 540 Rh. laryngis (KP994233)
8435 4 Pseudogymnoascus destructans (NR111838) 98 98 499 Pseudogymnoascus sp. 9 (KP903309)
Ant395¢ 3 Bensingtonia yamatoana (AF444634) 100 98 509 B. yamatoana (KP994242)
Ant408¢ 3 Cryptococcus laurentii (FN689393) 100 97 544 Tremella sp.1 (KP994221, KP994243)
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Ilha Rei George

Usnea aurantiaco-atra

Ant4114
Ant419¢
Ant392¢
Ant412¢
Ant430¢
Ant415¢
Ant413¢

8587°
Ant451¢
8639°
8607°
8618°
857454
8557°
Ant432¢
8626°
8594b.cd
85720
8599
Ant440¢
8637°

NN W W

Holtermanniella watticus (KC433858)
Yarrowia lipolytica (HF545658)
Cryptococcus gilvescens (KC433837)
Rhodotorula mucilaginosa (AF070432)
Cryptococcus friedmannii (NR111047)
Cryptococcus terricola (KF181971)
Leucosporidiella creatinivora (KC433859)

Fusarium annulatum (AY213654)
Cryptococcus victoriae (AY040650)
Cladosporium halotolerans (NR119605)
Thelebolus globosus (DQ028268)
Geomyces destructans (EU884921)
Penicillium chrysogenum (AY373902)
Acicuseptoria rumicis (KF251144)
Debaryomyces hansenii (KC111444)
Geomyces destructans (EU884921)
Penicillium crustosum (AY373907)
Penicillium crustosum (NRO77153)
Thelebolus globosus (DQ028268)
Bensingtonia yamatoana (AF444634)
Geomyces destructans (EU884921)

100
100
100
100
100
99

100

100
100
98
89
100
100
70
100
100
100
100
98
100
96

99
99
100
99
99
99
100

99
100
99
99
98
100
93
99
99
99
99
100
98
98

542
423
487
539
568
575
511

483
604
473
480
491
500
528
552
484
496
512
437
596
509

H. watticus (KP994235)

Y. lipolytica (KP994232)

Cr. gilvescens (KP994238)
Rh.mucilaginosa (KR062071)
Cr. friedmannii (KP994239)
Cr. terricola (KP994237)

L. creatinivora (KP994234)

Fusarium sp. 3 (KP903315)

Cr. victoriae (KP994229)
Cladosporium sp. 1 (KP903313)
Thelebolus sp. 2 (KP903325)
Pseudogymnoascus sp. 8 (KP903316)
Penicillium sp. 3 (KP903321)
Leptosphaeriaceae sp. (KP903312)
D. hansenii (KR062073)
Pseudogymnoascus sp. 12 (KP903317)
Penicillium crustosum (KP903322)
Penicillium sp. 4 (KP903323)
Thelebolus sp.3 (KP903326)

B. yamatoana (KP994231)
Pseudogymnoascus sp. 3 (KP903318)
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Ant436¢
8570°
8642°
8577°

Ant446¢
8598°

I1ha Deception

Usnea antarctica 86604
8664°
8757°
8753°
8655°

Ant460¢
8683°
8739°

Ant481¢
8668"
8646°

8730°

Ant458¢
8710°
8746°

NN W W

Mrakia frigida (AF075463)
Paecilomyces lilacinus(AY213665)
Cladosporium phaenocomae (NR119950)
Penicillium kongii (KC427191)

Candida davisiana (AF536563)
Geomyces destructans (EU884921)

Penicillium chrysogenum (AY373902)
Pseudogymnoascus verrucosus (NR111197)
Geomyces destructans (EU884921)
Geomyces destructans (EU884921)
Geomyces destructans (EU884921)
Debaryomyces hansenii (GQ458041)
Cladosporium halotolerans (NR119605)
Antarctomyces psychrotrophicus (GU004189)
Cryptococcus victoriae (AY040650)
Geomyces destructans (EU884921)
Thelebolus globosus (DQ028268)
Geomyces pannorum var. asperulatus
(DQ117444)

Rhodotorula laryngis (KC433872)
Capnobotryella sp. (AJ972847)

Fungal sp. (AF243135)

100
99
100
99
100
100

100
100
95
100
99
100
98
100
100
100
96

98

100
99
97

100
99
100
99
100
98

99
99
97
99
99
99
99
99
100
97
99

99

99
99
91

607
526
423
430
458
481

509
479
491
485
492
739
485
472
610
491
501

486

569
472
463

M. frigida (KP994228)
Purpereocillium lilacinum (KP903320)
Cladosporium sp. 2 (KP903314)
Penicillium sp. 5 (KP903324)

C. davisiana (KP994230)
Pseudogymnoascus sp. 4 (KP903319)

Penicillium sp.6 (KP903340)
Pseudogymnoascus sp. 2 (KP903342)
Pseudogymnoascus sp. 6 (KP903333)
Pseudogymnoascus sp. 11 (KP903335)
Pseudogymnoascus sp. 12 (KP903334)
D.hansenii (KR062072)
Cladosporium sp. 1 (KP903329)

A. psychrotrophicus(KP903327)

Cr. victoriae (KP994220)
Pseudogymnoascus sp. 5 (KP903337)
Thelebolus cf. globosus (KP903344)

Pseudogymnoascus sp. 3 (KP903339

Rh. laryngis (KP994223)
Capnobotryella sp. (KP903328)
Catenulostroma sp. (KP903330)

64



8685°
8750°
Ant477¢
8735
Ant478¢
Ant463¢
8719°
Ant462¢
Ant454¢
8680°
Ant469¢
8695°

Fusarium fujikuroi (NR111889)
Penidiellae llipsoidea (JF499843)
Rhodotorula mucilaginosa (JN091167)
Geomyces destructans (EU884921)
Rhodotorula arctica (AB478858)
Bensingtonia yamatoana (AF444634)
Geomyces destructans (EU884921)
Mrakia frigida (NR111044)
Cryptococcus foliicola (AY557600)
Fusarium annulatum (AY213654)
Rhodotorula creatinivora (AF189925)
Thelebolus globosus (DQ028268)

100
100
100
100
100
100
88

100
100
100
100
100

99
91
100
98
99
98
98
99
98
99
99
98

532
467
576
503
580
595
498
546
559
486
546
352

Fusarium sp. 5 (KP903332)
Capnodiales sp. (KP903341)

Rh. mucilaginosa (KP994222)
Pseudogymnoascus sp. 4 (KP903336)
Rh. arctica (KP994224)

B. yamatoana (KP994227)
Pseudogymnoascus sp. 1 (KP903338)
M. frigida (KP994225)

Cr. foliicola (KP994226)

Fusarium sp. 4 (KP903331)

Rh. creatinivora (KP994219)
Thelebolus sp. 4 (KP903343)

*UFMGCB = Cddigo da Cole¢ao de Cultura de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. Isolado sujeito a andlise filogenética
baseada em sequéncias das regides °ITS, °B-tubulina e *NL para elucidagdo da posi¢do taxondmica. *Posi¢do taxondmica sugerida.
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I: TFMGCB 8710

Cuapmobotryella sp. NA 4902 (AT972847)
Capnobotivella sp. L321 FI265744)

Caprnobotryvella sp. MA 3515 (M746203)
Teratosphaerin foliensis CRS 124581 (KF442517)

{ Muyeosphaereila guasipariit AGIOL6A2 (EUBE2125)

Passalora avcrostapindi CPC 22067 (KJ152781)

Candida galli CBY 9722 (NROT77078)

Cladosporium nnrtacearun CPC 11567 (NR119819)

Fungal sp. TRN262 (AY843109)
FPenidiella ellipsoidea CBS 128773 [JF499843)
Caternilostroma elginense STE-T7 1953 (AY260093)
UFCGMCB 8756
Phaeothecoiden proteae CRS 114128 (FTIT07898)
Dothideales sp. CBS 119434 (FI415477)

Clatermilostroina hermanusense C35 128768 (JT499833)

Mycosphaerella suberosa CBS 436,92 (AY626985)

Cladesporium colocasiae (NR119840)

TFMGCB 8642

Cladosparinn ausmalievise CPC 13226 (INR115837)
Cladesporium phaenocomae CBS 128769 (INR 1 19950)
Cladosporiunt verrucocladosporioides CPC 12300 (NR111540)
Cladosporiun angustisporun CPC 12437 (NR111530)
Cladosporium fimicwlosum ATCC 38010 (AY352000)
Cladesporiun varians CPU 13658 (NR11G856)
Cladosporiun cladosporioides C38 112388 (NR119839)
Cladospariun oxysporin CBS 123991 (HMI48118)
Cladosporiun temassinum CPC 11253 (NR119853)
Cladesporium fimiculosum (NR119845)

Cladasporiunm colocasiae ATCC 200544 (AF393694)

Candida galli CBS 9722 (NRO77078)

a Fusarium fijikuroi CBS 221.76 {NR111889)

CFMGCB 8460

{ TFMGCB 8387

TFMGCB 8680

L [ UFMGCBS5Is

TUFMGCB 8685
I Fusaritmn acufotion CRS 40297 (NR111142)
Fusarium concentricurit NRRL 2581 (NR111886)
| Fusarivm ammnilation CBS 258,54 (AYZ13654)

Fusarium nvgamal NRRL 13248 (1U34568)

Cladosparium sitbulifornie CPC 13735 (NR119854)

Cladosporitumn exasperanun CPC 14638 (INR119843)

Cladesporiun halotolerans (NR119605)
’_,—: UFMGCR 8683

UFMGCB 8639

Cladesporiumm dominicarmim (NR119603)

Cladosporium sphaerospermuim ATCC 11289 (AY361958)
Cladosporinm sphaerospernm CBS 193,54 (NR111222)
Candida gafli CBS 9722 (NRO77078)

Leptosphaeria etheridgei CBS 125980 (NR111620)

Candida galli CBS 9722 (NROT7078)

Moriterella zychae C38 316.52 (NR111575)

r 4‘ — Moriterella acrotona CBS 386.71 (NR111574)
Moritereila selerotiella CBS 529.68 (JX975988)

— Muriierella schunickeri CBS 295 59 (NR111578)

T Moriierella camargensis CBS 221.38 (NRX11577)

Moriierella rishikesha CBS 652.68 (NR111564)

UTMGCB 8521

— Moriierella gemnsii CBS 719.68 (HQ6303410)

Daraleptosphaeria nitschkei CDS 306.51 (NR111621)

Cchrocladosporium adansoniqe CPC 21227 (KF777176)
Camarosporium alees CPC 21572 (KI'777142)

Aciciseproria rumicis CBS 522,78 (KF231.44)

Muriierella Inaliva (AY157494)
— Moriterella antarcrica (NR111580)

Moritereila alping (GU319989)

UFMGCB 8557

Condidir galli CBS 9722 (NRO77078)

Candida galli CBS 9722 (NRO77078)

Figura 8. Arvores filogenéticas preparadas a partir da andlise de sequéncias da regido transcrita interna (ITS) entre os fungos obtidos na Antartica (em
negrito) em comparacdo com sequencias de espécies tipo ou de referéncia depositadas no GenBank. (a) Capnobotryella, (b) Catenulostroma, (c)
Cladosporium, (d) Fusarium, (e) Leptosphaeriaceae e (f) Mortierella. A sequéncia de Candida galli CBS 9722 (NR077078) foi utilizada como grupo externo.
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UFMGCB 8503
UFMGCB 8562
UFMGCB 8626
UFMGCB 8655
UFMGCB 8719
i UFMGCB 8753
UFMGCB 8489

UFMGCB 8572
Penicillium crustosum (NRO77153) UFMGCB 8664
g UFMGCB 8618

UFMGCE 8594 UFMGCB 8435

|:Pem’f‘i]!imn conmiure (INR111.43) UFMGCB 8757
Pernicilliun: solitunr (INR119494) [ Chursosporium pseudonierdarizm: CBS 631.79 (AJ390386)
Penicilliun nalgiovense (JX997101) UFMGCB 8526
Penicilliunt halorolerans (NR111812) g;‘;;gg;ﬁ;:’;’g””” var. asperulates (DQ117444)
Penicillium confertnn (JX997081) |—|: UFMGCB 8637
Penicilliunm morionemaresii (NR111817) Pseudogynmoascus roseus CAMH 9163 (DQ117451)
Penicillivn flavigernnn (NR103695) Fseudogannioascus desmrrictans ATCC MY A-4855 (NR111838)
Penicilliunt dipodennicola (AY371616) Psei,zjag)nnmnscus VErricosits I:II\A.VIH 10579 (DQ117440)

. age . ~R Fseudogynnioascis verricosus (INR111197)
{Pmnmh’mm egypriacin (NR111E1E) Geomyces destriretans 20631-21 (EU884921)
Penicilliun sinaicin (TX997090) [ UFMGCE 8668
UFMGCB 8474 L [ UFMGCB 8532
Penicillivun rubens (NR111815) Geomyces panviorun ATCC 11501 (FI545236)
Penicilliun goerzii (NR111820) 4| giiﬁggg gi?j
735
UFMGCB 8441
{ P _ Geomyees auratus CBS 108.14 (NR111872)

UFMGCB 8725 Geomyees asperulasns ATCC 34521 (AI390390)
Penicilliunt chrysogerion (FHQ026745) Gyumostellatospora frigida UAMH 9304 (NR.111200)
UFMGCB 8574 Gyumostellatospora canaderises UTANH 8859 (NR1:1159)
UFMGCB 8660 Gyinmnostellatospora alpinag TJAMH 5430 (NR111201)

Candida galli CBS 9722 (NR077078)

UFMGCB 8424

Zungal sp. TRNZ62 (AY843109)
UFMGCEB 8750

Dorhideales sp. CBS 119434 (FI415477)
S

Catenulostronia hernianusense CBS 128768 (JF499833)

Pernicilliven: vanlivicii (NR111813) — Thelebolns globosus (DQO28268)
— UFMGCB 8577 j — UFMGCB 8599
\_|:Penfrih'ium kongii (KC427191) — UFMGCB 8607
Penicillium brevicompacnnn (NR121299) — UFMGCB 8695
Candida galli CBS 9722 (NRO77078) ——— UFMGCB 8488
—  UFMGCUCB 8646
Penidiella ellipsoidea CBS 128773 (JF499843) UFMGCB 8493

Carenulostroma elginense STE-U 1938 (AY260093) Collophora paarla (NR119749)

Psewderrotinm zonamm (INR111127)
Psewderrotinm balkeri (AY129287)
Pseudeurorinm hyvgrophilim (NR111128)
Pseuderrotinm ovale var. evale (AY 129289)

Candida galli CBS 9722 (INRO77078)

1 175 Candida galli CBS 9722 (NRO77078)
Figura 9. Arvores filogenéticas preparadas a partir da analise de sequéncias da regido transcrita interna (ITS) entre os fungos obtidos na Antartica (em
negrito) em comparagdo com sequencias de espécies tipo ou de referéncia depositadas no GenBank (g) Penicillium; (h) Capnodiales; (i) Pseudogymnoascus e

(j) Thelebolus. A sequéncia de Candida galli CBS 9722 (NR0O77078) foi utilizada como grupo externo.
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{Fﬁmrimnﬁﬁknmi CBS 221.76 (AB725606)
a

Fusariion concemtricunt (U61548)

Fusariim globosim NRRL 26131 (KF466439)
UFMGCB 38460

Fusariuon bulbicola NRRL 13618 (KF466437)
Mircor hiemalis (AY633566)

b { Pemicilliunt conmune CRS 311 48 (NR111143)

Perricillivm solitum FRR 937 (NR119191)

FPerricillivn anrantiogrisennt NRRL 971 (NR121247)
 UKFMGCB 8594

Pericillium crusfosum FRR 1669 (NR077153)
Pemicillium mononematosun CBS 172.87 (AY495997)
Perricillivm tardochrvsogernnn DTO 119B9 ({X996898)
7{ Periicillivan chrysogemin CBS 306.48 (AY495981)
Ferricilliumt harmonense CBS 412.69 (AY495996)
Mucor hiemalis (AY633566)

1180
Figura 10. Arvores filogenéticas preparadas a partir da analise de sequéncias do gene da pB-
tubulina entre os fungos dos géneros Fusarium (a) e Penicillium (b) obtidos na Antértica (em
negrito) em comparagdo com sequencias de espécies tipo ou de referéncia depositadas no
GenBank. A sequencia de Mucor hiemalis (AY633566) foi utilizada como grupo externo.
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{ UFMGCBE 8441

UFMGCB 8574

UFMGCB 8424

{ Penicillimir clrysogenun CRBS 306.48 (TF909937)
Penicilliinir tardochrvsogenuri DTO 119BS (JX996631)
UFMGCB 8660

Penicillitnit mononemarosium CBS 172.87 (JF909935)
[ Penicillinn flonvigernmm CBS 419,89 (1F909939)
Penicilliinir confertum CBS 171.87 (JF909834)
Penicillinn hafotolerans DTQ 148H9 (TX996680)
Penicillimi goeizii CBS 285.73 (JX996715)
Eupenicilfinm sinaicum CBS 279.82 (TN406587)
— —  UFMGCBE 8594

Penicillinnr polonicum CBS 222.28 (IN983417)
Penicillimi tricolor CBS 63593 (TN98S422
Penicillini nalgiovense CBS 352 18 (JF309938)
Mrcor irregulares CBS 609,78 (TX976282)

Figura 11. Arvore filogenética preparada a partir da anélise de sequéncias do gene RNA
polimerase II entre os isolados do género Penicillium obtidos na Antartica (em negrito) em

1190  comparacdo com sequencias de espécies tipo ou de referéncia depositadas no GenBank. A
sequencia de Mucor irregularis (JX976282) foi utilizada como grupo externo.
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Os fungos filamentosos associados a Usnea sp., coletadas no Campo de Altitude
na RPPN Santudrio do Caraca, foram identificados em 24 téxons distintos (Tabela 4;
Figuras 12-20), distribuidos 4 classes, pertencentes ao filo Ascomycota com
representantes das classe Ascomycetes (1) familia Amphisphaeriaceae na classe
Dothideomycetes (12) géneros Alternaria, Bipolaris, Cladosporium, Curvularia,
Lasiodiplodia, Microdiplodia Montagnula, Ochrocladosporium, Paraconiothyrium,
Phaeobotryosphaeria, Paraphaeosphaeria ¢ Phoma e um representante da familia
Didymellaceae a classe Eurotiomycetes (3) Aspergillus, Eurotium e Penicillium na
classe Sordariomycetes (8) Acremonium, Arthrinium, Cosmospora, Flavomyces,
Fusarium, Neopestalotiopsis, Pestalotiopsis € Trichoderma.

Além disso, os géneros com maior nimero de isolados foram Penicillium,
Pestalotiopsis, Curvularia e Bipolaris, sucessivamente. Por outro lado, alguns tdxons
ocorreram como singletos (Cosmospora sp., Flavomyces sp., Microdiplodia sp. e

Phaeobotryosphaeria porosa).
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Tabela 4. Identificacdo dos fungos associados a Usnea sp. obtidos no Campo de Altitude da RPPN Santuario do Caraga.

Codigo N° de Cobertura Identidade N° de bp

Resultado Top BLAST (n° de acc. GenBank) Espécie ou grupo taxondmico proposto

UFMGCB? isolados (%) (%) analisados

8902 17 Bipolaris drechsleri (KF500530)° 100 97 515 Bipolaris cf. drechsleri

8780 15 Penicillium chrysogenum (AY373902)° 100 100 554 Penicillium sp. 1

8789 Penicillium chrysogenum (AY495981)° 100 98 417

8765 15 Pestalotiopsis kenyana (KM199302)° 99 99 483 Pestalotiopsis sp.

8847 Pestalotiopsis australasiae (KM199409)¢ 99 99 455

8792 14 Penicillium mariae-crucis (NR111506)° 95 99 542 Penicillium cf. mariae-crucis

8946 13 Penicillium rubens (NR111815)° 100 100 497 Penicillium sp. 3

8853 Penicillium tardochrysogenum (JX996898)° 100 99 195

8809 10 Penicillium thomii (NR077159)° 100 100 511 Penicillium_fusisporum

8976 Penicillium fusisporum (KF769400) 97 97 439

8939 10 Trichoderma hispanicum (JN715595)° 100 99 573 Trichoderma sp.

9001 9 Aspergillus niger (AY373852)° 100 100 563 Aspergillus niger
Aspergillus lacticoffeatus (AY819998)° 100 99 518

8844 9 Bipolaris subpapendorfii (KI909777)° 100 96 516 Curvularia sp. 1

9056 9 Curvularia aeria (NR130689)P 98 93 548 Curvularia sp. 2

9053 9 Penicillium herquei (AF033405)° 100 99 518 Penicillium herquei

9004 Penicillium herquei (JN625970)¢ 100 96 455

9049 8 Neopestalotiopsis natalensis (KM199377)° 100 86 523 Neopestalotiopsis sp.

8768 8 Penicillium solitum (NR119494)P 100 100 551 Penicillium solitum

8791 8 Pestalotiopsis biciliata (KM199308)® 100 99 550 Pestalotiopsis australasiae

8900 Pestalotiopsis biciliata (KM199399)¢ 100 98 444



8763
8805
8983
9058
8882
8968
9003
8892
9039

8788
8884
8933
8889
8857

8866

8845

8770
9035°¢

8850
9026

“h L L N A O & & & O

A~ B U W

N

Aspergillus glaucus (AY373887)°
Penicillium citrinum (NR121224)°
Penicillium hetheringtonii (GU944538)¢
Arthrinium kogelbergense (NR120272)°
Cladosporium halotolerans (NR119605)®
Lasiodiplodia pseudotheobromae (NR111264)°
Paraconiothyrium estuarinum (AY642530)"
Paraphaeosphaeria neglecta (JX496039)°
Peyronellaea prosopidis (KF777180)°
Cladosporium velox (EF101456)¢

Phoma brasiliensis (GU237760)"
Pseudopestalotiopsis cocos(KM199378)°
Acremonium fusidioides (NR130687)°
Curvularia tuberculata (JN192374)°
Fusarium ramigenum (NR111888)"
Fusarium ramigenum (KF466445)°
Penicillium camerunense (KC411743)°
Penicillium commune (NR111143)°
Alternaria daucifolii (KC584193)°
Arthrinium pseudospegazzinii (NR121560)°
Arthrinium marii (KF144993)¢
Cladosporium pini-ponderosae(NR119730)°
Montagnula aloes (NR111757)P

100
99
96
100
94
100
97
77
100
100
100
100
91
100
100
96
100
100
100
100
100
100
100

99
100
97
100
99
100
99
95
97
95
98
87
99
95
98
95
100
100
100
97
97
99
91

471
482
460
547
408
521
517
385
500
307
424
520
459
388
290
271
353
564
362
606
471
517
530

Eurotium rubrum

Penicillium sp. 2

Arthrinium kogelbergense

Cladosporium cf. halotolerans

Lasiodiplodia cf. parva

Paraconiothyrium estuarinum

Paraphaeosphaeria sp. 1

Didymellaceae sp.

Phoma brasiliensis
Amphisphaeriaceae sp.
Acremonium sp. 1
Curvularia sp. 3

Fusarium cf. ramigenum

Penicillium rubens
Penicillium cf. biforme
Alternaria daucifolii

Arthrinium sp. 1

Cladosporium asperulatum

Montagnula sp.
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1210

9043
8775
8878
8786
8920
8974
8955
8951
8918
8985
8827
8926
9054
9009
8964
8945
8759
9059
8989
8813

N N W W W W WA N

Penicillium fusisporum (KF769424)°
Penicillium melinii (NRO77155)°
Cladosporium phaenocomae (NR119950)°
Curvularia heteropogonicola (AF163080)"
Curvularia lunata (JX256429)
Lasiodiplodia pseudotheobromae (KF766193)°
Paraphaeosphaeria parmeliae (KP170654)°
Cochliobolus melinidis (JN601035)°
Curvularia affinis (KI909780)°

Arthrinium malaysianum (NR120273)°
Arthrinium xenocordella (NR120274)°
Cladosporium ossifragi (EF679381)"
Cosmospora cymosa (NR111605)®
Flavomyces fulophazii (KP184001)®
Geosmithia eupagioceri (AM947666)°
Microdiplodia hawaiiensis (DQ885897)°
Neopestalotiopsis cubana (KM199347)°
Ochrocladosporium adansoniae (KF777176)°
Paraphaeosphaeria viridescens (JX496085)°
Phaeobotryosphaeria porosa (KF766210)°

99
100
99
97
92
100
98
100
100
97
75
100
99
95
100
100
100
99
80
100

99
100
99
98
99
100
100
98
98
97
91
99
89
93
88
92
100
91
89
99

506
555
398
488
388
433
550
455
464
473
441
440
553
522
553
450
389
518
534
478

Penicillium cf. thomii
Penicillium melinii
Cladosporium cf. australiense
Curvularia cf. heteropogonicola
Bipolaris sp.

Lasiodiplodia sp.
Paraphaeosphaeria sp. 2
Bipolaris cf. drechsleri
Curvularia affinis

Arthrinium cf. malaysianum
Arthrinium sp. 2

Cladosporium ossifragi
Cosmospora sp.

Flavomyces sp.

Acremonium sp. 2
Microdiplodia sp.
Neopestalotiopsis cf. formicarum
Ochrocladosporium sp.
Paraphaeosphaeria sp. 3

Phaeobotryosphaeria porosa

*UFMGCB = Cdédigo da Colegao de Cultura de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. Isolado sujeito a andlise filogenética

baseada em sequéncias das regides °ITS e °B-tubulina para elucida¢do da posi¢do taxondmica. ‘Posi¢io taxondmica sugerida.
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Figura 12. Arvores filogenéticas preparadas a partir da andlise de sequéncias da regido
transcrita interna ITS entre os fungos obtidos no Campos de Altitude (em negrito) em
comparacdo com sequencias de espécies tipo ou de referéncia depositadas no GenBank
(a) Curvularial Cochliobolus/Bipolaris, (b) Alternaria e (c) Cladosporium. A sequéncia
de Candida galli CBS 9722 (NR077078) foi utilizada como grupo externo.
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Figura 13. Arvores filogenéticas preparadas a partir da andlise de sequéncias da regido
transcrita interna ITS entre os fungos obtidos no Campos de Altitude (em negrito) em
comparacdo com sequencias de espécies tipo ou de referéncia depositadas no GenBank
(d) Trichoderma; (e) Lasiodiplodia; (f) Flavomyces; (g) Acremonium e (h) Geosmithia.
A sequéncia de Candida galli CBS 9722 (NR077078) foi utilizada como grupo externo.
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Figura 14. Arvores filogenéticas preparadas a partir da andlise de sequéncias da regido
transcrita interna ITS entre os fungos obtidos no Campos de Altitude (em negrito) em
comparacao com sequencias de espécies tipo ou de referéncia depositadas no GenBank (1)
Paraconiothyrium; )] Ochrocladosporium; ) Paraphaeosphaeria, (m)
Phaeobotryosphaeria e (n) Phoma. A sequéncia de Candida galli CBS 9722 (NR0O77078)
foi utilizada como grupo externo.
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Figura 15. Arvores filogenéticas preparadas a partir da andlise de sequéncias da regido
transcrita interna ITS entre os fungos obtidos no Campos de Altitude (em negrito) em
comparacdo com sequencias de espécies tipo ou de referéncia depositadas no GenBank
(0) Pestalotiopsis/ Neopestalotiopsis; (p) Pseudopestalotiopsis; (q) Montagnula; (r)
Microdiplodia e (s) Cosmospora. A sequéncia de Candida galli CBS 9722 (NRO77078)
foi utilizada como grupo externo.
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Figura 16. Arvores filogenéticas preparadas a partir da andlise de sequéncias da regido
transcrita interna ITS (a) e andlise do gene da B-tubulina (b) entre os isolados do género
Arthrinium obtidos no Campos de Altitude (em negrito) em comparagdo com sequencias
de espécies tipo ou de referéncia depositadas no GenBank. A sequéncia de Candida galli
CBS 9722 (NR077078) foi utilizada como grupo externo.
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Figura 17. Arvores filogenéticas preparadas a partir da andlise de sequéncias da regido
transcrita interna (ITS) (a) e andlise do gene da B-tubulina (b) entre os isolados do género
Aspergillus obtidos no Campos de Altitude (em negrito) em compara¢do com sequencias
de espécies tipo ou de referéncia depositadas no GenBank. As sequéncias de Candida
galli CBS 9722 (NRO77078) e Mucor hiemalis (AY633566) foram utilizadas como

grupos externos.
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Figura 18. Arvores filogenéticas preparadas a partir da andlise de sequéncias da regido
transcrita interna ITS (a) e andlise do gene da B-tubulina (b) entre os isolados do género
Fusarium obtidos no Campos de Altitude (em negrito) em comparagdo com sequencias
de espécies tipo ou de referéncia depositadas no GenBank. As sequéncias de Candida
galli CBS 9722 (NRO77078) e Mucor hiemalis (AY633566) foram utilizadas como

grupos externos.
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Figura 19. Arvores filogenéticas preparadas a partir da andlise de sequéncias da regido
transcrita interna ITS (a) e andlise do gene da B-tubulina (b) entre os isolados do género
Penicillium obtidos no Campos de Altitude (em negrito) em comparagdo com sequencias
de espécies tipo ou de referéncia depositadas no GenBank. As sequéncias de Candida
galli CBS 9722 (NRO77078) e Mucor hiemalis (AY633566) foram utilizadas como
grupos externos.
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Figura 20. Arvores filogenéticas preparadas a partir da andlise de sequéncias da regido
transcrita interna ITS (a) e andlise do gene da B-tubulina (b) entre os isolados do género
Peyronellaea obtidos no Campos de Altitude (em negrito) em comparacdo com
sequencias de espécies tipo ou de referéncia depositadas no GenBank. As sequéncias de

1285  Candida galli CBS 9722 (NR0O77078) e Mucor hiemalis (AY633566) foram utilizadas
COIMO Zrupos externos.

Dos liquens Usnea sp. e Ramalina sp., coletados no Deserto do Atacama,

foram identificados fungos dos géneros Alternaria, Aspergillus, Botrytis,

1290  Cladosporium, Colletotrichum, Coprinopsis, Neopestalotiopsis, Penicillium,
Preussia, Rhodosporidium e Ulocladium e dos géneros Acremonium, Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium, Coniochaeta, Coprinopsis, Cryptococcus, Fusarium,
Gelasinospora, Lecythophora, Meyerozyma, Penicillium, Preussia, Psathyrella,
Torulaspora e Ulocladium (Tabela 5; Figuras 21-25), pertencentes aos filos

1295  Ascomycota com  representantes das classes  Dothideomycetes  (2),
Sordariomycetes (6), Saccharomycetes (2), Leotiomycetes (1) e Eurotiomycetes

(1) e o filo Basidiomycota com as classes Agaricomycetes (2), Exobasidiomycetes

(1) e Tremellomycetes (1). Os 63 fungos associados a Usnea sp. foram
identificados em 14 espécies fungos filamentosos e uma espécie de levedura; ja os

1300 116 fungos de Ramalina sp. foram identificados 27 espécies fungos filamentosos
e trés espécies de leveduras. Do talo de Usnea sp., os géneros que tiveram maior
nimero de isolados foram Preussia e Alternaria; ja a partir de Ramalina sp. os

geéneros Penicillium, Alternaria e Preussia foram os mais abundantes.

1305
78



Tabela 5. Identificacdo dos fungos obtidos de liquens coletados no Deserto do Atacama, Chile.

Area /’Espécie de UFMGCB* . N° de Resultado top BLAST (n° de acc. GenBank) Cobertura Identidade N° (.le bp Espf:cie.: ou grupo
liquen isolados (%) (%) analisados taxondomico proposto
Reserva do Paposo 9314 21 Preussia flanaganii (NRO77168)° 100 90 734 Preussia sp. 1
Usnea sp. 9318 8 Alternaria chartarum (NR130656)° 99 100 532 Alternaria sp. 1
9281 7 Alternaria eichhorniae (NR111832)° 100 99 530 Alternaria sp. 2
9279 5 Colletotrichum musae (NR120132)° 100 100 547 Colletotrichum musae
9287 4 Cladosporium ramotenellum (NR11965)® 99 99 479 Cladosporium sp. 2
Cladosporium subinflatum (EF101448)° 99 91 388
9291 4 Ulocladium dauci (NR077186)" 97 99 535 Ulocladium sp.
9275 3 Aspergillus fumigatus (NR121481)° 100 99 464 Aspergillus sp. 1
9320 3 Cladosporium phaenocomae (NR119950)° 100 99 466 Cladosporium sp. 1
9298 2 Botrytis caroliniana (NR111839)° 99 99 500 Botrytis pelargonii
ATO02 2 Rhodosporidium sphaerocarpum (AF070425)¢ 100 99 359 Rhodosporidium
ATO1 Rhodosporidium sphaerocarpum (NR073269)° 83 99 721 sphaerocarpum
9277 1 Cladosporium antarcticum (NR121332)" 100 100 481 Cladosporium
antarcticum
9295 1 Coprinopsis calospora ® (GQ249275)° 97 91 648 Coprinopsis sp. 1
9261 1 Neopestalotiopsis surinamensis (KM199351)° 100 100 514 Neopestalotiopsis
australis
9310 1 Penicillium nalgiovense (NR103694)® 100 99 652 Penicillium cf.
Penicillium nalgiovense (AY495999)° 100 99 442 nalgiovense
9271 1 Penicillium sizovae (GU944588)® 98 100 500 Penicillium
gorlenkoanum
Parque Pan de Azucar 9409 28 Preussia flanaganii (NRO77168)° 100 91 520 Preussia sp. 2
Ramalina sp. 9347 16 Alternaria nepalensis (KC584207)" 95 98 567 Alternaria cf.
helianthiinficiens
9323 10 Penicillium janczewskii (NR111132)P 100 99 495 Penicillium jensenii
Penicillium janczewskii (KJ834460)° 100 97 361
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9332

9340
9328
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9338

9325
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9402
ATO4

9434
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Penicillium rubens (NR111815)°
Penicillium tardochrysogenum (JX996898)¢
Alternaria chartarum (NR130656)°
Fusarium keratoplasticum (NR130690)°
Cylindrocladiella sp.(JN098819)°
Penicillium thomii (NR0O77159)°
Penicillium rudallense (KM088741)°
Acremonium brachypenium (NRO77119)°

Aspergillus fumigatus (NR121481)°
Aspergillus fumigatus (HQ588168)°
Coprinopsis calospora (GQ249275)°
Fusarium falciforme (EU329690)°
Penicillium crustosum (NRO77153)°
Penicillium cavernicola (KJ834439)¢
Penicillium chrysogenum (AY373902)"
Penicillium chrysogenum (AY495981)°
Psathyrella boreifasciculata (KF891350)°

Alternaria chlamydospora (KC584189)°
Alternaria daucifolii (KC584193)°
Alternaria eichhorniae (NR111832)°
Aspergillus pseudodeflectus (EF591743)®
Fennellia monodii (FI531171)°
Cladosporium phaenocomae (NR119950)°
Coniochaeta africana (GQ154539)°
Coniochaeta polymorpha (NR121473)®
Cryptococcus podzolicus (AF075481)4
Cryptococcus podzolicus (NR073213)°
Gelasinospora tetrasperma (NRO77163)°

95
100
98
97
84
100
94
96

100
100
99

95

100
100
100
100
100

98
98
100
93
73
100
99
100
86
69
100

100
99
100
98
87
99
99
95

99
99
91
100
98
96
99
99
89

99
100
99
98
90
99
95
91
99
99
99

532
238
538
537
383
495
442
377

499
467
506
500
500
396
498
440
643

437
466
477
541
418
482
490
526
640
713
544

Penicillium
tardochrysogenum
Alternaria chartarum
Fusarium sp. 2

Penicillium rudallense

Acremonium cf.
brachypenium
Aspergillus fumigatus

Coprinopsis sp. 2
Fusarium sp. 1
Penicillium crustosum

Penicillium chrysogenum

Psathyrella sp.

Alternaria chlamydospora
Alternaria daucifolii
Alternaria sp. 3
Aspergillus sp. 2

Cladosporium sp. 3
Coniochaeta sp. 1
Coniochaeta sp. 2
Cryptococcus podzolicus

Gelasinospora
tetrasperma
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9389

9355
9326
ATO3
ATO5

9421

1

Lecythophora decumbens (HE610337)°
Penicillium fusisporum (KF769424)"
Penicillium bussumense (KM088685)°
Penicillium paczoskii (KC411706)°
Penicillium sizovae (NR111487)°

Pichia caribbica (EU348786)¢
Meyerozyma guilliermondii (NR111247)°
Torulaspora delbrueckii (HE616749)¢

Ulocladium dauci (NR077186)"

97
100
98
99
100
77
79
100

99

94
98
98
100
100
100
99
100

99

443
500
415
491
498
734
709
675

435

Coniochaeta sp. 3
Penicillium bussumense

Penicillium paczoskii
Penicillium sizovae
Meyerozyma carribica

Torulaspora delbrueckii

Ulocladium dauci

*UFMGCB = Cddigo da Cole¢do de Cultura de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. Sequencias prioritdria obtida pelo
BLATS pas as regides °ITS , B-tubulina e ‘NL para elucida¢do da posi¢do taxondmica.
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Alternaria chartarum (R120656)

UEMOCR 0492 Acremorium bmchypem’um @IRU??I |§')

UFMGCE 9431

Wocladion dawet (NROT7186) b Acremonivm egyphiacum (FNT06550)
Alternaria aspara (K0384242) Avamonivan selerofigemn (AJ621772)
‘_EUFMGCB 9421 | Arvemonizam spimosum (HEGDZAIT)
UFMGCB 9318 Cendida galiy (NROTTOTE)
UFMGCB 9291
Alfernarta elegans(KC384195) Botrtis arelituans (MR111230)
Alfernaria carofitncultas (KC534138) Botryiis ficariarum(AIT16296)
i Alternarianepalens s(ECI84207) ¢ Botryfis polyblastis (A716291)
Alternaria helianthinificions (NROT7213) g;:y :;P zf:; (:::1'1(12.1?36290)
| URNIGCE 9347 UEMGCB 9798
————————— Alfernaria micola(KIT18178) Candida galli NRIT707)
Alfernaria axtaeriisporifera (KU 334154)
“_E.Affemaria gypsophilae (KO 524199) UFMGCB 9295

Aiternana ellipsofdea(KC584196) UFMGCB 9345
—Alternariaplangfinda(NRO7712E) d Coprinopsis calospora(G0249273)
— Alternaria eichhorniaz (NRT11232) Coprinopais 3. (B 564409)
Alternaria daueifeln (KCI34193) Comrinopats clastophylla(EU3T5241)
UFMGCE 9328

Candida galli(NEDTT078)

UFMGCE 9281

Alternaria soliaridas (1.0 JT421E)
Candide galli HROTTOTE)

| L—UFMGCB 9411 FPavhyrellaborejfascicudata (KFE91350)
—Alfernaria photistica (F1214%00) UFMGCE 9432
l_:ﬁfemar:'a SE}JTOII'OIdES (KC584216) PM!‘.E‘!}'TE.”& stergoraria (DQB 89669)
|—EUFMGCB §340 ¢ Frafhprellaprrpureobadia(NELLIET
Alfernaria chlamydospora(F.CIEALED) Pathyreliafimiseda DQIE690)
Alternaria imacifommis (KC 53420%) Lo L
_ Fsathprellamerdicola (DQIEI6IE)
Altervariamolesta (KC 524205
| Frafiprellaseafophila (DOIEITOT

Candida galli (IRO7T073)

1310  Figura 21. Arvores filogenéticas preparadas a partir da andlise de sequéncias da regido
transcrita interna ITS entre os fungos obtidos no Atacama (em negrito) em comparacdo com
sequencias de espécies tipo ou de referéncia depositadas no GenBank (a) Alternaria; (b)
Acremonium; (c) Botrytis; (d) Coprinopsis e (e) Psathyrella. A sequéncia de Candida galli CBS
9722 (NR0O77078) foi utilizada como grupo externo.
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Fenicllium thomii (HROTT159)
Feniclfum rudaliense (KILEDS04)
Pamzillum fasyporum (KF160414)
UFMGCE 9364
Fericliiwm laprdosum {NR121223)
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I—P micilhum frzebinsiay (FO411756)
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a L — UFMGCR 9355
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‘ Fenielbwm spmulosum (NEDTT155)

— UFMGCB 9326

— Peniellium sizewaa (MRE111487)

*‘ UFMGCE 9271
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Penicllium sizowze (GUR44528)
Fenicliam fropicoides (HR111436)
Femiciliam :"rop:'cum (HE111455)

Fenicilhum steckan (GU04459T

Femiclimm fanczewshy (MEI11132)
—— Fermclhum jansemy (NR121207)

UFMGCE 9323

Fonigdhwm mureianum (KCA11672)

Femigihum atrovenefum (MR121233)
1 Feniclfivm canescens (MBE1212548)
FenieIhem eommung (NE111143)
Feniclhum sobtum (MR119404)
Fenicilfium biforme (KCA1TEL)
UFMGCB 9310
Fenicliam nalgiovense (HE103694)

UFMGCE 9430

_E Femicilum crustosum (HROTT153)
Femiclimm paevdocaser (K04]11744)
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Fenicilhum monenematosum (NE1LIELT)
Famie.lhum fmngenum (MB103605)
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Pemiclhium egppfiacum (AB4ATI515)
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— UFMGCB 9403

Fenicilfium gostzii (HR111220)

Penigllhwm rubens (MRI11Z13)

UFMGCE 9330

Candida galli (NROT7072)

—:P.;m'c:mum meleagemum var. virdiffmum (KC411741)
Peniciiium sumatrense (ME119812)

b

Peniciifur oy sogenumiAvdasa31)
UFMGCE 9403
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Peniiiim harmonense(AY495396)
UFMGCE 9350
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Peniidivm habtolerans (JHIET1E)

—{

Pepicilivm mononematosim 495897
FPenkitior confertym{JFI09352)
UFMGCB 9310

Pehicillom halaovense(LY495093)
Penicilum goelni(JX996347)

Penicitium gédialf (FA004412)
caverncoiE(KJ334439)

=
T
i

FJ8303977)
UFIG CB 9430

Pensillom ceustosum(AYE74353)
Peniilivm grtarcticnm(KI524432)
Penkiliur girovenelam (1 X141040)
Peniziinm g Iew sk G460)
UFMGCE 9123

Peniilim @rsenli(Jx140959)
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UFMGCE 9339

Peniciiuem armariikh053007)
UFMIGCB 9324

Pepziiior wudaiense (KMOSET41)
Mucar biemais (AvE33SEE0G )

Figura 22. Arvores filogenéticas preparadas a partir da andlise de sequéncias da regido
transcrita interna ITS (a) e andlise do gene da B-tubulina (b) entre os isolados do género

Penicillium obtidos no Atacama (em negrito) em comparagdo com sequencias de espécies tipo
ou de referéncia depositadas no GenBank. As sequéncias de Candida galli CBS 9722
(NRO77078) e Mucor hiemalis (AY633566) foram utilizadas como grupos externos.
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UFMGCBE 9275

UFMGCE 9414

Asper giilus fumigatus (MR12.421)

Aspergillus necelipficus(ABZ50395)
Aspergilivs waksmergt (EFA63934)
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Aspergiliusconversiz (HF937385)
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I:mpergwu: fum gatus (AY63 5150

;UFMGCB 9414

Aspergifusmarvanovge (HEST4357)

{Nmsarrorya tafenol (DO11413M

Aspargiluz wyomingersis (HF913359)
Emericella heterothalliza (EUNTE369)
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L Asoera e -
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Aspergillus porphyreostipiate (L1775 564
Aspergillus prvicews (HRIDZ5TH

Candida galli CBS 9722 (NRITTOTEY

Mucor Merali: (AT63356600)

Figura 23. Arvores filogenéticas preparadas a partir da andlise de sequéncias da regido
transcrita interna ITS (a) e andlise do gene da B-tubulina (b) entre os isolados do género
Aspergillus obtidos no Atacama (em negrito) em comparagdo com sequencias de espécies tipo
ou de referéncia depositadas no GenBank. As sequéncias de Candida galli CBS 9722
(NRO77078) e Mucor hiemalis (AY633566) foram utilizadas como grupos externos

UFMGCB 9277
Cladosporiumantar-ticam (NR121 330
Dandielamacrospora (ET167 3217
Cladsgperiumchubutense(HR115728)
Cladosporivmmacrocarpum (MRET1R65T
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Cladosporiumpni-ponderotae (NR119730)
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UFMGCE 9325

Cladvsporivmphaenovomee (ME11R9500
Cladosperinmvarians (HR117256)
Cladogmarizm subnidiforme (MR 1192 54)
Cladosporiumfrniculosusn (MR 198450

Cladospavizon grevilieae (TR1179410)

UFMGCB 9287
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Cladomonum subeylanm (EF101448)
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Cladoworium halotolerans(EF101224)
Cladosporium langercon (EF101435)
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Moy emalis (AYG33IGE00Y

Figura 24. Arvores filogenéticas preparadas a partir da andlise de sequéncias da regido
transcrita interna ITS (a) e andlise do gene da B-tubulina (b) entre os isolados do género

Cladosporium obtidos no Atacama (em negrito) em comparacdo com sequencias de espécies
tipo ou de referéncia depositadas no GenBank. As sequéncias de Candida galli CBS 9722
(NRO77078) e Mucor hiemalis (AY633566) foram utilizadas como grupos externos.
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Fusarivan reciphoram(ME119930) Mucar biemalia (AVGIZSEE0G)

Candida galli(HROTT07E)

Figura 25. Arvores filogenéticas preparadas a partir da andlise de sequéncias da regido
transcrita interna ITS (a) e andlise do gene da B-tubulina (b) entre os isolados do género
Fusarium obtidos no Atacama (em negrito) em comparagdo com sequencias de espécies tipo ou
de referéncia depositadas no GenBank. As sequéncias de Candida galli CBS 9722 (NRO77078)
e Mucor hiemalis (AY633566) foram utilizadas como grupos externos.

No geral, dos 812 fungos filamentosos obtidos nas trés regides de estudo, 298
(37%) foram identificados em nivel de espécie e 514 (63%) em nivel de género. Dentre
as 107 leveduras obtidas de amostras da Antartica e do Deserto do Atacama, 106 (99%)
foram identificadas em nivel de espécie. Uma levedura (representada pelos isolados
Tremella UFMGCB ANT 384, ANT 407 e ANT 408) foi identificada como espécie
nova e serd descrita neste trabalho. Além disso, outros 85 isolados podem representar
possiveis espécies novas, das quais 41 obtidas da Antértica, 25 do Campo de Altitude e

19 do Deserto do Atacama.

6.2 Diversidade dos fungos associados aos talos de liquens

Os indices de diversidade das comunidades de fungos associados aos talos dos
liquens foram determinados separadamente por drea estudada. Na maioria das areas foi
observado um baixo compartilhamento das espécies encontradas. Foi possivel observar
apenas trés géneros em comum nas trés dreas amostradas (Cladosporium, Fusarium e
Penicillium), todos cosmopolitas. Os talos liquénicos coletados no Deserto do Atacama
e no Campos de Altitude apresentaram em comum os géneros Acremonium, Alternaria,
Aspergillus e Neopestalotiopsis. Dos liquens coletados na Antértica e no Deserto do
Atacama apenas o género Cryptococcus foi comum. Nenhum género foi compartilhado
exclusivamente entre as amostras coletadas na Antértica e as obtidas no Campos de
Altitude. Além disso, os liquens presentes no Campo de Altitude apresentaram géneros
exclusivos (18), seguindo de Antartica (17) e Atacama (11).

Os indices de diversidade, riqueza e dominincia das comunidades de fungos
associados aos liquens antarticos variaram entre as areas amostras e espécie de liquen
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analisada (Tabela 6). Para o indice de diversidade (Fishe a) foram encontrados os
seguintes valores, ilha Elefante 8,86, ilha Rei George 7,23 e ilha Deception 9,74. J4 a
riqueza (Margalef), os valores foram de 5,10, 3,97 e 5,22 para as ilhas Elefante, Rei
George e Deception. A dominancia foi determinada por Simpson’s e seus valores foram
de 0,94; 0,91 e 0,94 para as ilhas Elefante, Rei George e Deception. Além disso, As
curvas de rarefacdo de espécies das comunidades de fungos associadas aos liquens
parecem ter chegado a assintota (estabilidade), indicando que a amostragem da area foi
representativa (Figura 26).

Tabela 6. Comparacdo entre os indices de diversidade das ilhas coletadas na Antartica.

Ilha Elefante Ilha Rei George Ilha Deception
Usnea antarctica Usnea aurantiaco-atra Usnea antarctica
Simpson’s 0,94 0,91 0,94
Margalef’s 5,10 3,97 5,22
Fishe a 8,86 7,23 9,74
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Figura 26. Curvas de acumulagdo de espécies das comunidades de fungos associados a liquens
coletados na Antdrtica. (a) curva geral contendo toda a comunidade de fungos associados as
espécies de Usnea coletadas; (b) da comunidade de fungos de Usnea antarctica na ilha Elefante;
(c) da comunidade de fungos de Usnea aurantiaco-atra na Ilha Rei George, (d) da comunidade
de fungos de U. antarctica na ilha Deception.
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De acordo com os indices de similaridade de Sorensen e Bray-Curtis, a
composi¢do das comunidades fingicas foi varidvel entre as espécies de Usnea, bem
como na ilhas amostradas (Figura 27). Os indices de similaridade indicam que as
comunidades de fungos mais semelhantes foram encontrados em U. aurantiaco-atra da
ilha Rei George e U. antarctica da ilha Deception. A comunidade fingica associada a
U. antarctica da ilha Elefante formou um grupo separado, em comparagdo com as

outras ilhas.
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Figura 27. Dendograma de similaridade utilizando as andlises de Sorensen e Bray-Curtis
baseado na abundindia de espécies coletadas em ilha Elefante, ilha Rei George e ilha
Deception.

Os valores de Fisher a (18,84) e Margalef (9,14) encontrados para os fungos
associados aos liquens coletados no Campo de Altitude na RPPN Santuério do Caraga
foram elevados, sugerindo a presenca de uma diversificada e rica comunidade quando
comparada com as comunidades da Antdartica e do Deserto do Atacama. O indice de
Simpson (0,97) indicou que apenas alguns tdxons sdo dominantes dentro da
comunidade. Além disso, a curva de rarefacdo de espécies de fungos associados a
liquens coletados no Campos de Altitude ndo atingiu estabilidade, ndo se observou
assintota, indicando que talvez seja necessario um maior esforco amostral para cobrir a

riqueza de espécies esperadas para esta regido. (Figura 28).
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Figura 28. Curva de acumulag@o de espécies da comunidade de fungos associados a liquens
coletados no Campos de Altitude da RPPN Santudrio d Caraca, Brasil.

No Deserto do Atacama foram coletadas duas espécies de liquens (Usnea sp. e
Ramalina sp.). Os indices diversidade, riqueza e dominancia foram diferentes para duas
comunidades ( Tabela 7). A diversidade, riqueza e dominancia foi maior para a
comunidade obtida dos talos de Ramalina sp., em comparagao com valores obtidos para

a comunidade associada Usnea sp.

Tabela 7. Comparacdo entre os indices de diversidade das amostra coletadas no Deserto
do Atacama, Chile.

Reserva do Paposo Parque Pan de Azucar
Usnea sp. Ramalina sp.
Simpson 0,85 0,89
Margalef 3,38 6,1
Fishe o 6,23 13,12

Os indices de Sorensen e Bray-Curtis foram de 0,04 e 0,01, respectivamente,
sugerindo uma baixa similaridade enter as comunidades flingicas amostradas. As curvas
de rarefacdo de espécies de fungos associados a liquens coletados no Deserto do
Atacama, para ambas comunidades, ndo atingiram a estabilidade (ndo chegaram a
assintota), indicando que € necessario um maior esfor¢o amostral para cobrir a riqueza

de espécies esperadas para esta regiao (Figura 29).
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Figura 29. Curva de acumulag@o de espécies da comunidade de fungos associados a liquens
coletados no Atacama. (a) dos fungos associados as espécies de Usnea sp. e (b) da comunidade
de fungos de Ramalina sp.

Os indices de diversidade das trés dreas coletadas foram calculados em nivel de
géneros descritos para cada regido, sendo que estes apresentaram valores proximos. A
comunidade de fungos nao liquenizados do Campo de Altitude apresentou os maiores
valores de diversidade, seguido da comunidade do Deserto do Atacama e Antartica,
respectivamente (Tabela 8); o mesmo foi observado para os indices de similaridade
(Figura 30). Os indices de similaridade de Sorensen e Bray-Curtis demostraram maior
semelhanga entre as comunidades flingicas presentes nos talos de liquens do Deserto do
Atacama e Campo de Altitude, quando comparadas com comunidade presente nos

liquens da Antértica (Figura 31).

Tabela 8. Comparacao entre os indices de diversidade entre as comunidades de fungos
ndo liquenizados presentes nos talos liquénicos das dreas coletadas.

Antartica Campo de Deserto do
Altitude Atacama
Simpson’s 0,88 0,86 0,83
Margalef’s 3,29 4,22 3,47
Fishe a 4,60 6,52 5,37
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Figura 30. Dendograma de similaridade utilizando as andlises de Sorensen baseado na presenga
ou auséncia de espécies coletadas na Antdrtica, Campo de Altitude, Brasil e Deserto do
Atacama, Chile.

6.3 Identificacao de nova espécie de levedura

A partir das amostras de fragmentos de liquens Usnea antarctica coletados na ilha
Elefante foram isoladas 48 leveduras, dentre as quais trés (ANT 384, ANT 407 e ANT
408) pertencentes a uma espécie de levedura basidiomicética desconhecida. Estas trés
linhagens foram identificadas por meio do sequenciamento dos dominios D1/D2 da
subunidade 26Sdo DNAr como idénticas entre si e proximas as linhagens tipo das
espécies de leveduras ja descritas Tremella indecorata (7 pares de base diferentes;

acesso no GenBank AF042250), Cryptococcus laurentii (19 pares de base diferentes e 1
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gap; AF075469), Bullera unica (26 pares de base diferentes e 1 gap; AF075524) e
Bulleromyces albus (30 pares de base diferentes e 1 gap; AF416643) (Figura 32).
Adicionalmente, foi realizado o sequenciamento da regido IT1-5.8S-ITS2 para essas trés
linhagens, que também apresentaram nessa regido sequencias idénticas entre si, e
diferiram das espécies T. indecorata (11 pares de base diferentes e 2 gaps; AF042432),
Cr. laurentii (91 pares de base diferentes e 35 gaps; AF410468), B. unica (71 pares de
base diferentes e 22 gaps; AF444441) e Bu. albus (71 pares de base diferentes e 19
gaps; AF444662) (Figura 33). Com base nos resultados dos sequenciamentos de ambas
as regides estudadas, propde-se a descricdo de uma nova espécie de levedura,
pertencente ao clado Tremella, para acomodar as linhagens ANT 384, ANT 407 e ANT
408 obtidas no presente trabalho.

As trés linhagens foram submetidas a testes fisiol6gicos de assimilagdo de
diferentes fontes de carbono e nitrogénio, e crescimento em diversas temperaturas, de
acordo com metodologia padrio (Kurtzman et al. 2011). Os resultados desse ensaio
foram idénticos para todos os isolados. Em relacdo aos perfis de assimilagdo das
espécies de leveduras ja descritas, mais préximas a esta nova espécie (Tremella sp.1), a
tabela 9 traz um comparativo dos resultados observados para as linhagens tipo de cada
espécie. O isolado ANT 408 foi escolhido para ser a linhagem tipo da nova espécie

encontrada.
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Tabela 9. Perfil fisiolégico de assimilacdo de compostos de carbono e nitrogénio, e
crescimento em diferentes temperaturas da espécie Tremella sp. 1 (linhagem ANT 408)
e espécies proximas segundo resultado do alinhamento das sequencias dos dominios

D1/D2 da subunidade 26S do DNAr.

Crescimento/ UFMGCB Tremella Cryptococcus Bullera Bulleromyces
Assimilacao ANT408 indecorata laurentii unica albus
10°C + n n n n
15°C + n n n n
25°C - + + + +
30°C - v + - v
37°C - - v n -
40°C - n n n n
Glicose + + + + +
Inulina \ - - - +
Sacarose + + + + +
Rafinose + \ + + +
Melibiose + v + + v
Galactose + + + + +
Lactose + v + + +
Trealose + + d/+ + +
Maltose + + + + +
Melizitose + + + + +
Amido - \ + + \Y
Celobiose + + + + +
Salicina + + d/+ + +
L-sorbose - + -/d - v
L-raminose + + + + +
D-xilose + + + + +
L-arabinose + + + + +
D-arabinose \ + + + +
D-ribose + + d/+ d +
Metanol - - - - -
Etanol v f d/+ - v
Glicerol + v -/d - +
Eritritol - - + d v
Ribitol + + + + v
Galactitol + s +/d \%
D-manitol + + + + +
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Glucitol + + + + +
Me-inositol + + + + +
DL-lactato + + d/+ - +
Suocinato + + + + +
Citrato de sédio + + + + +
Gluconato + + + + +
Isopropanol - n n n n
Xilitol + n n n n
Acetona - n n n n
N acetil glucosamina + n + n n
Nitrato - - - - -
Nitrito - - n n -
Lisina + n n n n
10% NaCl - n - - n
Producdo de 4cido + n n n n
(meio Carbonato)

Ac Acético - n n n n
0,01% cicloheximida + n n n n
Sem aminoécido + n n n n
Producio de + n n n n

compostos amildides
Fermentacgdo de - - - - -

glicose

(+) positivo; (-) negativo; (v) varidvel; (n) ndo se aplica; (f) fraco; (d) devagar

De acordo com a Tabela 9, observa-se que a nova espécie Tremella sp. 1 pode
ser distinguida das demais espécies avaliadas por meio do crescimento a 25 °C, negativo
para a nova espécie e positivo para as demais. Especificamente, Tremella sp. 1 também
difere da espécie mais proxima 7. indecorata em relagdo a assimilacdo de L-sorbose
(negativo para a nova espécie e positivo para a ultima).

Para observacdo da morfologia celular e modo de reproducdo, as linhagens
foram crescidas em caldo (YNB + 2% de glicose) incubado a 15 °C por até 21 dias. As
observacdes foram feitas em microscépio Optico, diariamente, durante o periodo
mencionado. A Figura 31 representa uma micrografia da linhagem ANT 408. Nao foi

observada a formagao de esporos sexuados pelos isolados dessa nova espécie quando
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cultivados sob as condi¢des empregadas, indicando que esta é, provavelmente, uma

espécie anamorfica.

S —
Figura 31. Micrografia de contraste de fase de células do tdxon Tremella sp. 1 UFMGCB

ANT408 cultivada em caldo (YNB + 2% glicose) a 15 °C por sete dias. Barra de 10 um.
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Figura 32. Arvore filogenética dos isolados de Tremella sp. | UFMGCB ANT 384, 407¢ 408
baseada no sequenciamento dos dominios D1/D2 do gene do rRNA.
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6.4 Atividade biologica dos extratos

Os 937 extratos produzidos (919 fingicos e 18 dos liquens) foram avaliados
quanto a atividade antimicrobiana (Tabela 10). Foram detectados 37 (4%) extratos
ativos contra pelo menos um dos micro-organismos alvos com inibi¢do do crescimento
>70%. Destes, seis extratos foram obtidos de fungos da Antartica, nove do Campo de
Altitude e 22 do Deserto do Atacama. Pichia kurdiavzevii (Candida krusei) foi, dentre
os fungos testados, o que apresentou o maior nimero de extratos bioativos (25); destes,
10 provenientes de isolados do Campo de Altitude e 15 do Deserto do Atacama. Trés
extratos (Leptosphaeria sp., Penicillium sp. 1 e Alternaria sp. 2) apresentaram atividade
contra S. aureus e E. coli, com atividades variando de 70 a 100% de inibi¢ao. Os alvos
Cladosporium  sphaerosperum e Pseudomonas aeruginosa nao apresentaram
sensibilidade a nenhum dos extratos j4 avaliados.

Dentre os fungos obtidos dos liquens da Antértica, Antarctomyces
psychrotrophicus e Leptosphaeria sp. foram ativos contra E. coli com CIM de 150
pg/mL. O extrato de Leptosphaeria sp. apresentou 88% de inibi¢ao contra S. aureus e
CIM de 62,5 pg/mL.

Os nove extratos ativos obtidos dos fungos do Campo de Altitude foram
provenientes de tdxons dos géneros Bipolaris, Penicillium, Pestalotiopsis e
Trichoderma. Destes, sete extratos foram ativos contra C. krusei. Um extrato de
Penicillium sp. 1 e o extrato do liquen Usnea sp. foram ativos contra as bactérias E. coli
e S. aureus com CIM de 62,5 e 250 pg/mL para extrato do fungo e 31,25 e 250ug/mL
para o extrato do liquen, respectivamente.

Vinte um extratos de fungos obtidos de amostras do Deserto do Atacama foram
ativos (sete extratos de Penicillium, seis de Alternaria, trés de Cladosporium, trés de
Preussia, um de Botrytis e um de Ucladium). Seis extratos de espécies de Alternaria
apresenteram atividade com a CIM variando de 250 a 62,5pg/mL.

A maioria dos extratos produzidos a partir dos liquens coletados nas trés areas
amostradas apresentou atividade contra mais de um alvo testado. Os extratos das quatro
Usnea coletadas na Antartica e no Campo de Altitude foram ativas a E. coli e S. aureus.
O extrato da Usnea sp. coletada no Deserto do Atacama foi ativa a E. coli. Nenhum dos
extratos testados apresentou atividade contra Pseudomonas aeruginosa. O extrato que

apresentou melhor atividade foi o do liquen Usnea sp. coletado no Atacama, o qual
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1545  apresentou atividade contra C. albicans, C. krusei, C. shaerospermum e E. coli. Dos 37
extratos ativos todos foram testados para determinacdo da CIM, apenas 18 (49%)

extratos repetiram a atividade apresentada no teste de triagem.
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Tabela 10. Atividade antimicrobiana dos extratos produzidos.

Micro-organismos alvos

Leveduras Fungo Filamentoso Bactéria
Ecossistema/extrato C. albicans® C. krusei® C. shaerospermum® E. coli* S. aureus’ P. aeruginosa®
Antartica
. 100 =1 95+3
Usnea antarctica 27+ 1 0+£0 18 £ 45 (31, 25+0) (125:0,1) 10+6
. 100 =1 94 + 4
Usnea aurantiaco-atra 24 + 1 14+1 35+9 (62,5+0) (125:0.,8) 3+8
. 100 £ 15 95+10
Usnea antarctica 26+0 29+0 0+£13 (31,25+0) (12540,1) 8§+4
Antarctomyces psychrotrophicus URMGCB 8504 26416 6335 0463 (llglsf;:) 44 +0 542
=0,
. 72 +13 88 + 88
Leptosphaeria sp. UFMGCB 8557 0+11 01 52+1 (1250.4) (62,5+19) 0+4
Penicillium sp. UFMGCB 8564 17+£3 45+ 13 024 (11(;(;:0?16) 69 £36 011
Campo de Altitude
96 + 17 92 +2
Usnea sp. 00 0x1 35+11 (31,25+113) (250+2) 48 £29
Penicillium sp.2 UFMGCB 8766 14£5 757 013 0+4 00 00
Penicillium solitum UFMGCB 8768 1344 705 03 3x1 0+0 2747
R 100 + 83 94 +7
Penicillium sp. 1 UFMGCB 8778 20+4 50+ 1 0+£98 (62,5+33) (250+16) 01
Trichoderma sp. UFMGCB 8903 27+0 1220 010 01 4+4 20+5
Penicillium sp. 2 UFMGCB 8908 381 78258 0+3 314 03 01
Penicillium sp. 2 UFMGCB 8935 943 7612 030 00 07 09
Bipolaris cf. drechsleri UFMGCB 8948 02 708 07 0£0 08 2415
Pestalotiopsis australasiae UFMGCB 9027 13£3 84 +0 0+9 03 01 0+4
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Deserto do Atacama

Usnea sp.

Alternaria sp. 2 UFMGCB 9267
Alternaria sp.2 UFMGCB 9288
Botrytis pelargonii UFMGCB 9289

Alternaria sp. 2 UFMGCB 9293
Penicillium sp. UFMGCB 9301
Alternaria sp. 2 UFMGCB 9313

Alternaria sp. 2 UFMGCB 9319
Cladosporium sp. 1| UFMGCB 9320

Cladosporium sp. 1| UFMGCB 9321
Penicillium sp. UFMGCB 9323

Preussia sp. UFMGCB 9324
Preussia sp. UFMGCB 9334

Penicillium sp. UFMGCB 9335

Penicillium rudallense UFMGCB 9336

Penicillium sp. UFMGCB 9344
Preussia sp. UFMGCB 9349

82 +1
(125+0,2)

43 +13
11 11
30 1

16 +0
0=+1
2 +1

6 +2
20 0

13 +1

00

18 +0
19 0

12+1

94 +0

50 +6

60 0
70 +4

75 +0

71 +1
60 +4

61 +0
71 0

71 20
(250+1,4)

75 £2

70 1
70 5
78 £2
88 +6
78 +6

70 +0

70 1

14 £7

15 0

00

8 +0
00
15 0

6 +0

240

00

0 +38

00

02

22

10 0

97 +0
(62,5+30)
100 +377
(125+37)

99 +73
(125+127)

515
8 +4

947
96 +81
(62,5+58)
98 +78
(250+1,4)

1+17

09

6 +4

20
30

39 +11

0 +48

1249

16 £31

21 22
011
017

16 +47

41 %18

05

026

06
06
01

00

00

0+24

07

849

05
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Penicillium rudallense UFMGCB 9362
Cladosporium sp. 1| UFMGCB 9371
Penicillium bussumense UFMGCB 9389
Alternaria sp. 2 UFMGCB9407

Ulocladium dauci UFMGCB 9421

Drogas controles
Anfotericina B
Cloranfenicol

Benomil

100 =1

71 £5

100 +£1,3

021

14 0

16 £9

30 £2

98 +1,9

15 +5

4 +2

101 +3
(12545)
82 +4
(62,5 +78)
100 0
(125+14

100+ 1

0 +27

7 +4

41«5
70 +16

66 +27

100+ 1

00

0+4

343

100+ 1

“UFMGCB = C6digo da Colegio de Cultura de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais; "Candida albicans
ATCC 18804; “Candida krusei ATCC 6258; ‘Cladosporium sphaerospermum CCT 1740; *Escherichia coli ATCC 11775; tStaphylococcus
aureus ATCC 12600; ePseudomonas aeruginosa ATCC 10145; "Concentrag¢do do extrato utilizado na triagem. Em negrito, o percentual de
inibic@o dos extratos ativos com o coeficiente de variacio e valor da concentracio inibitéria minima (CIM) mostrado entre parénteses (pg/mL)
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6.5  Analise quimica dos extratos

Doze extratos fungicos, dois de fungos nio liquenizados da Antértica, quatro de
fungos do Campo de Altitude e seis de fungos do Deserto do Atacama, as quais
apresentaram os melhores valores de inibi¢do quando calculados a CIM, tiveram seus
perfis quimico gerados por meio da RMN H' (Anexo A, B e C). A andlise dos espectros
de RMN 'H dos extratos indicaram presenca de 4cidos graxos e substincias arométicas
para as diferentes espécies de fungos. Os extratos de Alternaria sp. 2, Antarctomyces
psychrotrophicus, Leptosphaeriaceae sp., Penicillium bussumense, Penicillium sp. 1 e
Ulocladium dauci apresentaram indicios de substincias aromadticas. Entretanto, o
extrato de Leptosphaeriaceae sp. UFMGCB 8557 apresentou auséncia de dcidos graxos

e, por isso, interessante para futuro estudos de fracionamento quimico biomonitorado.

6.6  Analise da resisténcia a radicaos ultravioleta

Foram testadas 102 leveduras, sendo 48 isolados de U. antarctica da Ilha
Elefante, 22 isolados de U. aurantiaco-atra da Ilha Rei George e 32 isolados de U.
Antarctica da Ilha Deception. Todas as leveduras foram avaliadas separadamente por
ilha quanto a sua resisténcia a radiacdo UVC utilizando fluéncias de 300, 600 e 900
J/m?. Essas fluéncias foram utilizadas em ensaios de sobrevivéncia, por contagem de
UFC, como critério para definir leveduras fracas, moderadas e resistentes quanto a
radiacao exposta (Figura 34).

Ap6s triagem em UVC foi possivel observar uma maior presenga de leveduras
com resiténcia moderada 55%, seguida de leveduras sensiveis 30%, resistente 11% e
muito resistentes 4%. As leveduras amostradas obtidas na ilha Deception apresentaram
maior perfil de resisténcia, quando comparadas com os isolados das outra ilhas, as quais
apresentaram também uma homogenidade entre a condi¢do das leveduras em relacdo a
radiacdo, sensiveis 35% e moderda 38%. Ao final dos testes, foram obtidas 11 leveduras
resiténtes a radiacao UVC e quatro muito resistentes, estas foram distribuidas em sete
retistentes e duas leveduras muito resistente obtidas da ilha Deception; trés leveduras
retistentes e zero muito resistentes da ilha Elefante; e uma levedura retistente e duas

muito resistentes da ilha Elefante.

102



[ sensivel (D1o<300 J/im?)
70% — [ Moderada (D, entre 300-600 J/m?)
| o ] Resistente (D, entre §00-900 J/m?)
60% — I Muito Resistente D1 0>900 J/im?)
50% -
w
S
-E 4
E 40% —
) g —
=
E 30%- [ | ]
)
c0 j
g
o 20%
bt
= J
Ay
10% —
0% ‘ . . . L
Elefante Rei George Deception TODAS
n=48 n=22 n=32 n=102

Figura 34. Gréfico ilustrando a porcentagem de espécies testadas de acordo com seu local de
origem (ilhas antdrticas) com rela¢do a sua capacidade de resistir a doses (a) < 300J/m?, (b)
entre 300 - 600J/m?, (c) entre 600 - 900J/m? e (d) > 900 J/m>.

Para a exposicdo a UV ambiental, os ensaios foram realizados controlando-se o
tempo de exposi¢cdo, pois o espectro de emissdo do simulador solar é continuo (90%
UVA e 10% UVB) e a medida apenas de uma faixa espectral, poderia levar a
comparagdes indevidas com o experimento de UVC com lampadas de emissdo em
linha. As triagens por UFC foram realizadas apds 10, 20 e 30 min de exposicdo (Figura
35). O tempo de exposi¢ao utilizado foi ineficiente para demostrar as espécies sensiveis
a radiacdo UV ambiental, sendo necessdrio maior tempo de exposi¢do para que se possa

perceber este resultado.
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Figura 35. Grificos ilustrando a resisténcia a UVambiental das espécies testada numa visao
geral, para as leveduras por drea amostrada (ilhas Antarticas). (a) Ilha Elefante, (b) Ilha Rei
George e (c) Ilha Deception com relagdo a sua capacidade de resistir a doses durante 10, 20 e 30
min de exposicdo.

6.7 Analise de pigmentos por espectroscopia Raman
As andlises de espectroscopia Raman foram realizadas em 28 isolados ftingicos,
um representante de cada espécie de levedura encontrada em cada ilha Antdrtica. No

espectro de Raman, os carotendides apresentam dois picos fortes com comprimento de
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onda de 1150 e 1510 cm!. No total, 14 espécies obtidas de U. antarctica da Ilha
Elefante, cinco de U. aurantiaco-atra da Ilha Rei George e nove de U. Antarctica da
Ilha Deception apresentaram espectro de carotendides. Para ilha Elefante, 36% das
espécies (Rhodotorula laryngis, Rhodotorula mucilaginosa, Cryptococcus victoriae,
Cryptococcus friedmannii e Holtermanniella watticus), para ilha Rei George 20%
(Cryptococcus victoriae) encontradas apresentaram bandas caracteristicas de
carotendides; e para ilha Deception 56% (Rhodotorula laryngis, Rhodotorula
mucilaginosa, Rhodotorula arctica, Rhodotorula creatinivora e Cryptococcus

victoriae).
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7 DISCUSSAO

7.1 Identificacao e diversidade dos fungos

Poucos estudos sobre a simbiose entre fungos ndo liquenizados e liquens foram
realizados até o momento. Liquens sdo organismos com ampla distribui¢do geografica,
e por isso, seus talos podem representar um habitat natural, ideal para sobrevivéncia e
dispersdo de comunidades microbianas associadas, principalmente aquelas presentes em
ecossistemas extremos. Entre os poucos estudos de simbiose entre fungos ndo
liquenizados e talos de liquens, Moéller & Dreyfuss (1996) isolaram 89 tdxons de fungos
filamentosos associados a 20 espécies de liquens coletados em dois pontos na Ilha Rei
George na Antartica, durante o verdao de 1991/1992. Neste estudo, Phoma sp. 1l foi a
espécie mais abundante; entretanto, outros tdxons também foram identificados, tais
como Geomyces pannorum, Chalara sp., Phaeoseptorias sp., Cylindrocarpon sp. e
Phomopsis sp. Porém, no estudo de Moller & Dreyfuss (1996) foram utilizadas técnicas
de taxonomia morfoldgica classica para identificar os fungos, o que talvez pode ter
subestimado a real diversidade da comunidade flingica presente nas amostras avaliadas,
pois vdrios taxons ndo puderam ser identificados em nivel de espécie.

Alguns géneros identificados por Moller & Dreyfuss (1996), como Thelebolus,
Cladosporium e Penicillium, também foram encontrados nos talos dos liquens avaliados
no presente trabalho como espécies abundantes. Os géneros identificados em maior
abundancia em associacdo com o0s liquens antdrticos foram Antarctomyces,
Cryptococcus, Penicillium, Pseudogymnoascus e Thelebolus, os quais, exceto
Penicillium, abrigam espécies endémicas da Antartica. Espécies de Pseudogymnoascus
e Thelebolus ja foram descritas como abundantes em outros trabalhos de isolamento de
fungos a partir de amostras de madeira em decomposicdo (ARENZ et al., 2006), lagos
(TSUJT et al., 2013; GONCALVES et al., 2012), esponjas marinhas (HENRfQUEZ et
al., 2014) e solo (KOCHKINA et al., 2014) e na Antartica.

Associada aos liquens antérticos, encontramos encontramos a espécie endémica
A. psychrotrophicus, a qual foi originalmente isolada de amostras de solo da ilha Rei
George (STCHIGEL et al., 2001) e, posteriormente, de amostras de dgua de lagos
antarticos (GONCALVES et al., 2012) e macroalgas (LOQUE et al., 2010; GODINHO
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et al., 2013) também na Antartica. Neste trabalho Antarctomyces psychrotrophicus foi
isolado com alta frequéncia dos liquens coletados em ilha Elefante e ilha Deception.

Muitos fungos presentes na Antartica sdo cosmopolitas e psicrotoletantes, entre
os quais se encontram diferentes espécies de Penicillium. Kochkina et. al. (2012)
encontraram uma elevada abundancia de isolados Penicillium presentes no permafrosts
na regido do Dry Valley’s. O género Penicillium foi também descrito como o fungo
mais comum em ecossistemas antarticos (MCRAE et al., 1999), sendo encontrado
associado a musgos (MOLLER & DREYFUSS 1996), a madeira em decomposi¢ao
(ARENZ et al., 2006), talos de macroalgas (LOQUE et al 2010, GODINHO et al.,
2013; FURBINO et al., 2014, GODINHO et al., 2015), , permafrost (ZUCCONI et al.,
2012) e sedimento marinho (GONCALVES et al., 2013).

Alguns tdxons foram obtidos como minoritirios dentro das comunidades de
fungos da Antartica, como por exemplo aqueles pertencentes aos géneros
Capnobotryella, Catenulostroma e Purpereocillium. Purpereocillium lilacinum foi
recentemente isolado de solo antartico e descrito como bioativo (atividades
tripanossomicida, antifingica e antibacteriana) (GONCALVES et al., 2015),
demonstrando que componentes minoritarios (singletos) dentro das comunidades podem
ser importantes produtores de substancias bioativos.

Dentre as 102 leveduras obtidas dos liquens antérticos, Cryptococcus victoriae
foi a espécie mais frequente, seguida de Debaryomyces hansenii e Bensingtonia
yamatoana. Estas espécies também foram isoladas por Vaz et al. (2011) em diferentes
substratos coletados na ilha Rei George, Antartica. Vaz et. al. (2011) e Carrasco et. al.
(2012) descreveram Cr. victoriae como uma espécie produtora das enzimas
extracelulares celulase, esterase e lipase. Debaryomyces hansenii e Bensingtonia
yamatoana foram isoladas a partir de amostras de gelo coletadas na Patagonia Argentina
(GARCIA et al., 2012). A levedura D. hansenii também ja foi isolada de geleiras no
Artico JACQUES et al., 2015) e no lago Great Salt, Utah, EUA (BUTINAR et al.,
2005). Atualmente, D. hansenii tem sido estudada quanto a sua capacidade de resistir a
estresses osmotico, oxidativo e estresse iOnico, as quais parece lhe conferir maior
adaptacdo a ambientes extremos (MICHAN et al., 2013).

Como singletos, as espécies Candida davisiana, Cryptococcus foliicola,

Cryptococcus friedmannii, Cryptococcus terricola, Leucosporidiella creatinivora e
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Rhodotorula creatinivora também foram descritas em associacdo com U. antartica.
Cryptococcus friedmannii foi descrita como uma espécie endolitica rara e em amostras
de rochas da Antartica (SCHMIDT et al, 2012). Bakys et al. (2009) relatam que
Cryptococcus foliicola como espécie abundante em amostra de solo na Antartica
(ARENZ et al., 2006). Isolada de geleira Midre Love nbreen, no Artico (PATHAN et
al., 2010) e do sedimento subglaciar de Alpes Italianos (Turchetti et al, 2008) a
espécie Rhodotorula creatinivora é uma levedura psicrofilica bem adaptada a baixas
temperaturas. Leucosporidiella creatinivora ocorre em pequeno nimero mas em
diversos ambientes de clima frio e ja foi descrita como componente minoritirio em
geleiras alpinas (TURCHETTI er al., 2013), em glaciais na Patagonia Argentina
(GARCIA et al., 2007) e associada com esponjas marinhas na Antartica (VACA et al.,
2013).

Duarte et al. (2013) obtiveram 97 isolados de leveduras de diversos substratos na
ilha Rei George. Destes isolados 12 leveduras foram obtidas de liquens e seis de rochas
com liquens. As espécies encontradas a partir dos liquens foram Rhodotorula laryngis
(4), Cryptococcus victoriae (2), Guehomyces pullulans (2), Rhodotorula mucilaginosa
(2), Cystofilobasidium infirmominiatum (1) e Tremella indecorata (1); a partir de rochas
com liquens foram identificadas Candida davisiana (3), Rhodotorula laryngis (2) e
Rhodotorula glacialis (1). Em comum com espécies encontradas por Duarte et al.
(2013), foram identificadas cinco espécies (Rhodotorula laryngis, Cryptococcus
victoriae, Rhodotorula mucilaginosa, Candida davisiana e Tremella indecorata) em
associacdo com os liquens antérticos. Além disso, neste estudo propusemos uma nova
espécie de Tremella, a qual possui 7 pares de base diferentes quando comparada com a
espécie tipo de Tremella indecorata pelo sequenciameto dos dominios D1/D2 e 11 pares
de base diferentes comparando com sequéncias da regido IT1-5.8S-ITS2. Tremella
indecorata jé foi descrita associada ao liquen, neste trabalho os autores ndo determinam
de qual espécie de liquen foi isolado Tremella indecorata (DUARTE et al., 2013) e
presente no solo dos Dry Valleys (ARENZ et al.,2011) na Antartica.

Todos os fungos isolados dos liquens do Campo de Altitude sdao pertecentes ao
filo Ascomycota e os géneros mais frequentes foram Penicillium, Pestalotiopsis,
Curvularia e Bipolaris. Penicillium é um gé€nero que inclui vérias espécies descritas e

apresenta grande plasticidade fisioldgica, podendo tolerar condicdes diversas de
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temperatura e sobreviver como psicrotolerante (DUNCAN et al., 2006), termofilo
(SALAR & ANEIJA, 2007) e haléfilo (CANTRELL et al., 2006). Neste estudo foi
possivel identificar 10 espécies de Penicillium, as quais representaram 32% dos isolados
obtidos. Algumas espécies de Pestalotiopsis t€m sido isoladas de ambientes extremos e
relatadas como produtoras de metabdlitos com atividade bioldgica (TEJESVI et al.,
2007). Um exemplo € Pestalotiopsis microspora, que foi isolada da planta Taxus sp. no
Himalaia, a qual produz a substincia anticancer Taxol (STROBEL et al., 1996). O
género Curvularia foi isolado a partir de amostras de solo na regido costeira do Mar
Morto (GRISHKAN et al., 2003) e em amostras de areia da regiao costeira da India
(RAVIKUMAR et al., 2009).

Espécies dos géneros Cosmospora, Flavomyces, Microdiplodia,
Ochrocladosporium e Phaeobotryosphaeria foram encontradas como singletos.
Espécies de Cosmospora sdo entomopatdgenos causadores de doencas em insetos
(MAUCHLINE et al., 2011). O género Ochrocladosporium foi recentemente isolado de
pilha de compostagem lignilitica na Espanha (JURADO et al., 2014). Persoh et al.
(2010) descreveram o género Phaeobotryosphaeria como endofitico de Viscum album
parasita de Pinus sylvestris na Alemanha.

Preussia foi género mais abundante encontrado em associa¢do com os liquens
do Deserto do Atacama. Preussia foi o género mais isolado como endofitico de caule e
folhas de arvores coletadas no Deserto de Sonora (MASSIMO et al.,, 2015) e em
amostras de solo no Deserto do Atacama (ARENAL et al., 2005). Os dois liquens
amostrados no Deserto do Atacama compartilham outros géneros como Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium, Coprinopsis, Penicillium e Ulocladium. Segundo Conley et.
al. (2006) os géneros Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Eupenecillium,
Penicillium e Ulocladium foram amplamente isolados em amostras de solo no Deserto
do Atacama. Espécies de Alternaria e Ulocladium incluiram os tdxons generalistas
identificados em todos os pontos amostrados ao longo de um transecto de 150 km que
percorreu dos Andes até o lago Salar, no Chile. Como extremoéfilo, espécies de
Alternaria foram descritas como endofiticos de Deschampsia antarctica na Antartica
(ROSA et al., 2009). De acordo com El-Said & Saleem (2008), em areas de deserto sdo
encontrados grande nimero de fungos pigmentados € com esporos de parede espessa,

como por exemplo Cladosporium, bem como espécies que produzem esporos grandes
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(Alternaria e Ulocladium). Além disso, cerca de 12 géneros tém sido, frequentemente,
isolados de amostras presentes no Deserto do Atacama (em regides onde ndo ha
registros de chuva a décadas): Cladosphialophora, Cladosporium, Leptosphaerulina,
Alternaria, Ulocladium, Eupenicillium, Aspergillus, Penicillium, Ascobolus,
Monodictys, Periconia e Gibberella (STERFLINGER et al., 2012).

Cladosporium, Fusarium e Penicillium foram os géneros obtidos nas trés areas
de coleta, Antartica, Campos de Altitude e Deserto do Atacama, e tidos como
cosmopolitas e presentes em diversos habitats. Os indices de diversidade (Fisher a,
Margalef e Simpson) determinados para as trés dreas estudadas foram diferentes
variando de uma comunidade pra outra, sendo que os menores valores foram
encontrados para comunidade flngica presente no Campo de Altitude, seguido do
Deserto do Atacama e Antartica. A diversidade, bem como a similaridade entre as
comunidades fungicas associadas aos liquens neste estudo foram maiores entre as
amostras dos Campos de Altitude em relacdo as do Deserto do Atacama e Antartica.
Alguns trabalhos demostram que a diversidade de fungos presentes em ambientes
tropicais € maior do que a diversidade dos ambientes temperados, polares ou aridos
(SATYANARAYANA et al., 2005, VAZ et al., 2009, ROSA et al., 2010, VIEIRA et al.
2012, BULL et al., 2013). Desta forma, a diversidade, riqueza, dominancia e
similaridade encontradas podem ser reflexos das caracteristicas ambientais extremas de
cada drea amostrada no presente estudo. Por outro lado, vérias espécies ocorreram
apenas em um dos habitats, incluindo algumas possiveis espécies novas, demonstrando
que os talos de liquens podem ser reservatérios naturais de uma rica e diversa

comunidade de fungos nao liquenizados associados.

7.2  Bioprospeccao dos fungos

Cerca de 800 metabdlitos produzidos por liquens ja foram descritos (MULLER,
2001), dentre os quais se detacam ésteres, terpenos, esteroides, antraquinonas, xantonas,
entre outros (OKSANEN 2006). Por outro lado, poucos estudos foram conduzidos para
avaliar a produciao de metabdlitos bioativos produzidos pela comunidade microbiana

associada aos talos dos liquens.

No presente trabalho foram produzidos extratos etandlicos para avaliacdo da

atividade antimicrobiana de todos os isolados fungicos ndo liquenizados obtidos, bem
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como dos fragmentos dos talos dos liquens estudados. Sabe-se que diferentes solventes
podem ser utilizados para extracdo de metabdlitos flingicos, tais como acetato de etila
(ROSA et al.,, 2003), metanol (VAZ et al., 2009) , etanol (SANTIAGO et al., 2011),
diclorometano (GODINHO et al., 2015), entre outros. Neste trabalho foi utilizado o
etanol pelo fato do mesmo apresentar uma faixa de polaridade capaz de se ligar a
moléculas de baixo peso molecular, boa penetragdo em meios de cultura sélido e baixa

toxicidade comparado a outros solventes descritos.

Todos os extratos foram submetidos a triagem para determinagdo da atividade
microbiana. Em seguida os extratos que apresentaram atividade diante dos alvos
testados com porcentagem de inibi¢do maior ou igual a 70% frente a pelo menos um dos
alvos testados foram selecionados para determinacdo da CIM. Apds os ensaios para

determinagao da CIM, alguns extratos ndo repetiram a atividade.

Entre os extratos ativos, o de Leptosphaeria sp. UFMGCB 8557 apresentou os
melhores valores de CIM (125 pg/mL e 62,5 pug/mL) para E. coli e S. aureus,
respectivamente. Esta espécie foi obtida de liquens antérticos e sabe-se que espécies
deste gé€nero sdo produtoras de antifingicos (MILLER & SAVARD 1989). O espectro
de RMN 'H do extrato de Leptosphaeria sp. UFMGCB 8557 foi considerado

interessante, pois ndao apresentou em sua composicdo a presenca de dcidos graxos.

Vinte e cinco extratos foram ativos contra Candida krusei, sendo que apenas o
extrato de Cladosporium sp. 1 manteve atividade com valor de CIM de 250 pg/mL. A
perda da atividade muitas vezes é relatada devido a alteracdes fisico-quimicas
imperceptiveis durante o processo de armazenamento ou mesmo devido a instabilidade
de algumas substancias ativas presente no extrato bruto (VIEIRA et al. 2012).Dentre os
extratos ativos na triagem e seletivos para E. coli, estio os de Antarctomyces
psychrotrophicus e Penicillium sp. isolados do liquens da Antértica, bem como cinco
isolados de Alternaria sp. 2, Penicillium bussumense e Ulocladium dauci obtidos dos
liquens do Deserto do Atacama. Antarctomyces psychrotrophicus vem sendo obtido de
diferentes substratos da Antartica, mas nenhum trabalho at¢é o momento relatou a
atividade antimicrobiana desta espécie; entretanto, A. psychrotrophicus ja foi citado por
produzir extrato atividade leishmanicida (SANTIAGO et al. 2011). Espécies de
Penicillium coletados na Antéartica ja foram relatados quanto as atividades

tripanosomicida, antifungica (GODINHO et al. 2013, GONCALVES et al. 2015), bem
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como citotéxica e antimicrobiana (BRUNATI et al. 2009). Svahn et al. (2015) isolaram
anfotericina B a partir do fungo Penicillium nalgiovense isolado de solo de pinguineira
na ilha Paulete na Antéartica.

O extrato de Alternaria sp. 2 apresentou atividade antibacteriana seletiva contra
E. coli. Da mesma forma o extrato do fungo endofitico de orquideas coletado no Campo
de Altitude da Serra do Caragca Alternaria sp. apresentou atividade antibactericida

contra S. aureus com CIM de 0,25 mg/mL (VAZ et al. 2009).

7.3  Astrobiologia

Embora o uso de fungos para estudos de radiacdo sejam escassos, a plasticidade
desses organismos para suportar condi¢cdes adversas, pelo fato de serem encontrados em
ambiente extremos, 0s tornam bons alvos para estudos de astrobiologia. Olsson-Fancis
& Cockell (2010) sugerem uma lista com alguns micro-organismos investigados quanto
a capacidade dos mesmos de resistirem a ambientes extraterrestres. Esta lista &
composta, principalmente, por muitas bactérias e poucos fungos. Dentre estas,
destacam-se Rhodotorula mucilaginosa, Rh. rubra e os controles Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces mitis e Zygosaccharomyces bailii.

A andlise dos nossos resultados se deu por contagem de UFC apds os
experimentos de radiacdo com UVC e UV ambiental. Segundo Horneck et al. (2008), a
contagem direta de coldnias ¢ o método mais robusto para medir a capacidade de
sobrevivéncia em culturas puras. Outro método que pode ser utilizado para quantificar a
sobrevivéncia é a utilizagio de corantes fluorescentes (um exemplo é o corante SYTO®
da Invitrogen) método este independente de cultura.

Neste trabalho, espécies do género Rhodotorula apresentaram amplo espectro de
sobrevivéncia a radiacio UVC e a UV ambiental. Dentre as espécies de Rhodotorula
avaliadas, Rh. laryngis e Rh. mucilaginosa sobreviveram acima de 900 J/m? de UVC.
Segundo Daly (2011). Rhodotorula mucilaginosa e Rh. rubra foram isoladas de
ambientes extremos (XUE et al., 2012) e sdo produtoras de carotenoides (LIBKIND et
al.,2011).

Vasileva-Tonkova et al. (2014) avaliaram a capacidade de resisténcia a UVC de
cinco espécies de leveduras isoladas de liquens (Cryptococcus terricola e Candida
davisiana), rocha (Rhodosporidium kratochvilovae), musgo (Exophiala xenobiotica) e

Deschampsia antarctica (Cryptococcus victoriae e Leucosporidiella muscorum) na ilha
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Galindez e maior resisténcia descrita foi de Candida davisiana, seguida de Exophiala
xenobiotica, a resisténcia destas leveduras foi relacionada a presenca de pigmentos.

Neste estudo foi utilizado a anélise por espectroscopia de Raman, um método
analitico simples para analisar a presenca de pigmentos fotoprotetores (PULSCHEN
2015). Segundo Edwards et al (2005) esta técnica estd sendo utilizada na busca de
bioassinatura no contexto de Astrobiologia. Carotendides e melaninas sdo conhecidos
como pigmentos de proteccao UV (Libkind et al., 2005; Libkind et al., 2009) uma vez
que eles sao capazes de absorver a radiacdo UV a comprimentos de onda diferentes,
incluindo no UV-C (Wynn-Williams e Edwards, 2002 ). A auséncia de banda de
carotendides pelo espectro Raman ndo € indicativo direto da auséncia de pigmentos,
mas pode indicar que sua quantidade ¢ muito pequena, ndo sendo detectdvel por essa
técnica. Adicionalmente, o sinal de fundo (fluorescéncia), pode, em alguns casos,
mascarar essas bandas. Mas, de qualquer forma, a presenca dessas bandas é um
indicativo de presenca desse pigmento fotoprotetor em quantidades significativas nas
amostras (PULSCHEN 2015).

Os isolados de leveduras estudados neste trabalho vieram de associagdo com
liquens presentes na Antartica e foram testados quanto a sua sobrevivéncia a radiacao
sob a forma de coldnias puras e em condic¢des laboratoriais, o que difere do ambiente no
qual elas estdo adaptadas e associadas, sendo dificil relacionar com resultados de
culturas mistas e ou de resisténcia de liquens. Os liquens tém sido estudados quanto sua
capacidade de resistir a exposicoes a radiacdes (DE VERA et al., 2010), a simulacdes
espaciais (DE VERA er al., 2013) e ao ambiente espacial (SANCHO et al., 2007).
Alguns trabalhos de astrobiologia para estudo de comunidade realizaram investigagcdes
in situ, expondo a comunidade microbiana em amostras ambientais (PAULINO-LIMA
et al., 2013), sendo que expor a comunidade nos fornece informagdes sobre as
necessidades fisiolégicas de sobrevivéncia microbiana de maneira mais precisa
(OLSSON-FANCIS & COCKELL 2010). Uma abordagem ideal seria a utilizagdo de

ambos, comunidade e técnicas de cultura pura.
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CONCLUSOES

Poucos estudos a respeito das relacdes ecoldgicas de comunidades microbianas
presentes em talos de liquens, presentes em ambientes extremos, foram realizados até o
momento. As comunidades de fungos cultivaveis associados a liquens presentes na
Antartica, Campo de Altitude e Deserto do Atacama mostraram-se ricas e diversas, as
quais incluiram espécies cosmopolitas, bem como endémicas e novas. Esta elevada
diversidade pode ser explicada pela plasticidade dos micro-organismos em adaptarem os
mais diversos habitat assim como pelo hospedeiro, neste estudo os talos dos liquens,
representar um “micro-habitat” favoravel para a micobiota neles associados;

No presente trabalho ocorreu uma grande abundincia de isolados de
Antarctomyces psychrotrophicus em amostras de liquens da Antartica, este fungo €
descrito como endémico para Antértica. Desta forma, os talos dos liquens antarticos
podem representar o habitat natural desta espécie na Antartica. Entretanto, mais estudos
ecoldgicos sdo necessdrios para confirmar esta suposicao.

Foram detectadas 86 possiveis espécies novas associadas aos talos dos liquens
dos diferentes ecossistemas estudados, o que demonstra que este micro-habitat pode ser
considerado um hotspot de biodiversidade de comunidades microbianas. No entanto, a
utilizacdo de outras andlises morfoldgicas, fisioldgicas e moleculares por meio do
sequenciamento de outras regides tornam-se necessdrias para a conclusio da
identificac¢do de alguns grupos taxondomicos;

Alguns taxons foram capazes de produzir substancias bioativas e a andlise
quimica de seus extratos demostraram que eles podem ser fontes de metabdlicos
bioativos. Além disso, alguns tdxons foram relatados pela primeira vez como produtores
de substancias bioativas;

Algumas espécies de leveduras obtidas dos talos dos liquens demostraram
resisténcia frente a radiacdbes UVC e UV ambiental, as quais podem representar

promissores modelos eucariotos para estudo em astrobiologia.
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