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RESUMO

A complexidade do ambiente antartico, associado as condi¢cGes ambientais extremas
como alta incidéncia de radiacdo ultravioleta, extremos de temperatura, fortes ventos, baixa
disponibilidade de agua e nutrientes, tornam a Antartica um laboratério de campo para o
estudo de comunidades microbianas. Neste trabalho, relatamos a diversidade de fungos
presentes em diferentes solos amostrados em quatro ilhas da Antartica. Foram obtidos 218
isolados fungicos (203 fungos filamentosos e 15 leveduras), os quais foram identificados por
meio de técnicas de biologia molecular em t&xons pertencentes aos filos Zygomycota,
Ascomycota e Basidiomycota. Os géneros Mortierella, Antarctomyces e Penicillium foram os
que alcancaram as maiores densidades em UFC g?. Pseudogymnoascus destructans,
Pseudogymnoascus verrucosus, Penicillium tardochrysogenum, Goffeauzyma gilvescens e
Mortierella sp. foram as espécies mais abundantes. Os solos antarticos apresentaram uma
comunidade de fungos moderada em termos de diversidade (Fisher-o), riqueza (Margalef) e
dominéancia (Simpson) das espécies. Sete isolados se destacaram em termos de bioatividade
(cinco P. destructans, um M. parvispora e um P. chrysogenum) e foram capazes de inibir
seletivamente formas amastigotas intracelulares de Trypanosoma cruzi com valores
percentuais proximos ao da droga controle. O melhor resultado foi para o extrato de P.
chrysogenum UFMGCB 10240, o qual apresentou o maior indice de seletividade e a melhor
concentragdo inibitoria a 50% (ICsp) frente ao parasito. Dezoito extratos fungicos
apresentaram atividade herbicida, dos quais sete isolados (cinco de P. destructans e dois de P.
tardochrysogenum) apresentaram os resultados mais siginificativos quanto a inibicdo das
sementes de Allium schoenoprasum; frente a Lactuca sativa, os resultados mais significativos
foram de um extrato de P. destructans e um de Mortierella sp. Na amostra de solo da llha
Nelson foi detectada a presenca da levedura Saccharomyces cerevisiae, resultado este que
representa um importante achado, pois a distribuicdo geografica desta levedura até 0 momento
ndo incluia a Antartica. Os isolados antarticos de Saccharomyces cerevisiae podem
representar candidatos para utilizagdo de processos de fermentacdo em baixas temperaturas,
pois foram obtidas de uma regido constantemente fria do planeta. Os resultados deste trabalho
indicam que os solos da Peninsula Antartica abrigam espécies de fungos cosmopolitas
adaptadas ao frio, endémicas e tdxons especificos com capacidade de producédo de substancias
bioativas contra doencas tropicais negligenciadas e propriedades herbicidas para uso na

agricultura.
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ABSTRACT

The complexity of the Antarctic environment, associated with extreme environmental
conditions such as high incidence of ultraviolet radiation, extremes of temperature, strong
winds, low availability of water and nutrients, make Antarctica a field laboratory for the study
of microbial communities. In this work, we report the diversity of fungi present in different
soils sampled in four islands of Antarctica. A total of 218 fungal isolates (203 filamentous
fungi and 15 yeasts) were obtained, which were identified by molecular biology techniques in
taxa belonging to the Zygomycota, Ascomycota and Basidiomycota phyla. The genera
Mortierella, Antarctomyces and Penicillium were the ones that reached the highest densities
in CFU g Pseudogymnoascus destructans, Pseudogymnoascus verrucosus, Penicillium
tardochrysogenum, Goffeauzyma gilvescens and Mortierella sp. were the most abundant
species. Antarctic soils presented a moderate fungal community in terms of diversity (Fisher-
a), richness (Margalef) and dominance (Simpson) of the species. Seven isolates stood out in
terms of bioactivity (five P. destructans, one M. parvispora and one P. chrysogenum) and
were able to selectively inhibit intracellular amastigote forms of Trypanosoma cruzi with
percentage values close to control drug. The best result was for the extract of P. chrysogenum
UFMGCB 10240, which had the highest selectivity index and the best 50% inhibitory
concentration (ICso) against the parasite. Eighteen fungal extracts presented herbicide activity,
of which seven isolates (five of P. destructans and two of P. tardochrysogenum) showed the
most significant results regarding the inhibition of Allium schoenoprasum seeds; In contrast to
Lactuca sativa, the most significant results were from an extract of P. destructans and one
from Mortierella sp. In the soil sample of Nelson Island the presence of the yeast
Saccharomyces cerevisiae was detected, an important finding because the geographical
distribution of this yeast to date did not include Antarctica. Antarctic isolates of
Saccharomyces cerevisiae may represent candidates for the use of fermentation processes at
low temperatures, since they were obtained from a constantly cold region of the planet. The
results of this work indicate that the soils of the Antarctic Peninsula shelter species of cold
adapted, endemic, cosmopolitan fungi and specific taxa with capacity to produce bioactive
substances against neglected tropical diseases and herbicidal properties for use in agriculture.
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1 INTRODUCAO, RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A Antartica possui cerca de 14 milhdes de km?, extenséo equivalente a aproximadamente
1,6 vezes a éarea total do Brasil, e abriga diferentes animais, plantas e micro-organismos. O
continente Antartico esta entre os lugares mais extremos e isolados do planeta e quase em sua
totalidade inserido dentro do circulo polar Antartico, tornando os meses de verdo um dia
permanente e o inverno uma noite longa. A complexidade do ambiente e das diferentes
comunidades de seres vivos que habitam a Antartica, associado as condi¢fes ambientais
extremas, como alta incidéncia de radiagdo ultravioleta, extremos de temperatura, fortes
ventos, baixa disponibilidade de &gua e nutrientes, tornam a regido um laboratério de campo

para o estudo de comunidades microbianas.

Os fungos representam um grupo diversificado de micro-organismos com alta
capacidade de adaptacdo a diferentes condi¢cGes em ambientes tropicais, temperados e polares
(Ruise et al., 2006). Nas condicGes extremas da Antartica diferentes espécies de fungos ja
foram descritas em diferentes substratos tais como plantas, solo, rochas, gelo, animais (Meyer
et al., 1967; Frate e Carreta, 1990; Ruisi et al., 2006) e neve (de Menezes et al., 2017).

A biotecnologia aplicada a ambientes extremdfilos, neste caso a Antéartica, vem sendo
ampliada através de estudos siguinificativos como demostra de Menezes et al., (2017), Rosa
et al., (2009), Loque et al., (2010), Rosa et al., (2010), Goncalves et al., (2012), Godinho et
al. (2013 e 2015), Furbino et al. (2014), Alves (2017), essa aplicacdo biotecnologica, pode ser
utilizada para o desenvolvimento de novos farmacos através de caracteristicas Unicas de

fungos antérticos.

Apesar das diversas condi¢bes extremas da Antartica, os fungos representam um grupo
diversificado com preponderante papel ecologico nos ambientes terrestres e marinhos da
regido. Dentre os diferentes substratos ja analisados quanto a presenca de fungos, os solos da
Antértica foram os mais estudados. Entretanto, a caracterizacdo e avaliacdo destas
comunidades fangicas quanto a capacidade de produzir substancias bioativas ainda &

incipiente.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Antartica

Com uma extens&o aproximada de 14 milhdes de km?, a Antartica corresponde a cerca
de 10% de toda a superficie terrestre (Brasil, 2006) e possui caracteristicas Unicas para
manutencdo do sistema climatico terrestre. A Antartica geralmente é dividida em maritima
(compreende as ilhas: Sandwich do Sul e Shetland do Sul) e continental (continente e a costa
leste da Peninsula (Tatur, 1989). O interesse cientifico no continente Antartico surgiu no
século XIX e se intensificou no século XX, periodo que foram instaladas cinco estacfes de
pesquisas (Brasil, 2017). Atualmente, 30 de paises mantém mais de 70 estacdes cientificas na
Antértica (Bischoff, 1996).

O Tratado da Antartica foi assinado em 1959 e estd em vigor desde 1961, o que
representa um marco histérico mundial. O acordo foi fechado inicialmente com 12 paises
signatarios (Argentina, Australia, Bélgica, Chile, Franca, Japdo, Nova Zelandia, Noruega,
Africa do Sul, Russia, Inglaterra e Estados Unidos da América); o Brasil foi adicionado

posteriormente em 1975 (laato, 2017).

Este documento estabeleceu o uso de todo o territério para fins pacificos e para
cooperacdo internacional na pesquisa cientifica. Em 2008, o total de na¢Bes que aderiram ao
tratado aumentou e sendo incluida: Austria, Bielorrissia, Bulgaria, Canada, China, Colémbia,
Coreia, Cuba, Dinamarca, Equador, Eslovaquia, Espanha, Estbnia, Finlandia, Grécia,
Guatemala, Holanda, Hungria, india, Italia, Ménaco, Papua-Nova Guiné, Peru, Pol6nia,
Republica Checa, Roménia, Suécia, Suica, Turquia, Ucrania, Uruguai e Venezuela (laato,
2017; Sta, 2017).

A Antartica é conhecida pelas suas condicGes abidticas extremas (Ruisi et al., 2006;
Brunati et al., 2009) como ventos que podem atingir 327 km/h, altitude média de 2,3 mil m,
temperatura média de -60 °C. Por longos anos a temperatura mais baixa registrada foi de -89,2
°C na estacdo Russa em 21 de julho de 1983 (Brasil, 2017).

Apbs o acompanhamento das temperaturas registradas ao longo dos anos, em 10
agosto de 2010 no Platd Antartico Oriental houve um novo recorde, a NASA registrou a

menor temperatura de todos os tempos, chegando a -93,2 °C (Nasa, 2013). A Antartica possui



ainda um manto de gelo com quase 5 km de espessura, formado por um mar congelado de 2,7

milhdes de km? no verdo e 22 milhdes de km? no inverno (Brasil, 2006).

E caracterizada por ciclos de congelamento e degelo sucessivos, alta incidéncia de
radiacdo ultravioleta, solos oligotroficos, baixa disponibilidade de agua e precipitacdo anual
(Ruisi et al., 2006; Onofri et al., 2007; Shivaji e Prasad, 2009). Mesmo com essas
caracteristicas, a Antartica abriga diversas forma de vida como mamiferos, aves, plantas e

micro-organismos (Ruisi et al., 2006; Rosa et al., 2009).

2.1.1 Diversidade de fungos na Antartica

Considerando as condi¢des extremas, a biodiversidade na Antartica é elevada, pois 0s
micro-organismos contribuem para essa diversificacdo. Segundo Onofri (1999), os micro-
organismos representam uma das principais fontes de diversidade bioldgica nos diferentes
ecossistemas da Antértica. Dentro da comunidade microbiana antartica, os fungos se
sobressaem pela capacidade adaptativa as condi¢gdes extremdfilas, tendo como vantagem a
capacidade de colonizar diversos substratos, além da sua facilidade de dispersao e colonizagéo

com baixo gasto de energia metabdlica (Ruisi et al., 2006).

As principais comunidades de fungos encontrados no ecossistema antartico incluem
espécies dos filos Chytridiomycota, Zygomycota, Glomeromycota, Ascomycota e
Basidiomycota (Ruisi et al., 2006; de Menezes et al., 2017). Os substratos/habitats estudados
na Antartica compreendem rochas, solos, neve, gelo, plantas, agua e sedimento de lagos,
macroalgas, sedimentos marinhos (Rosa et al., 2009; Loque et al., 2010; Rosa et al., 2010;
Gongcalves et al., 2012; Godinho et al., 2013; Furbino et al., 2014; Alves, 2017). Em termos
gerais cerca de mil espécies de fungos ndo-liquenizados ja foram descritos para Antartica
(Bridge et al., 2008; Alves, 2017), os quais compreendem aqueles com caracteristicas
psicrofilicas (capacidade de crescimento a 0 °C, com temperatura 6tima de crescimento entre
15 e 20 °C) (Morita, 1975), psicrotolerantes (organismos com capacidade de crescimento em
temperatura a 0 °C, com temperatura otima de crescimento acima de 20 °C) (Brunati et al.,
2009) e cosmopolitas adaptados ao frio (podem ser encontrados em varios lugares do mundo,
transportados na forma de esporos, que se adaptam e podem adquirir a capacidade de crescer

e se reproduzir em baixas temperaturas (Ruisi et al, 2006).



2.2 Estudo dos solos antarticos

Os solos antarticos estdo entre os mais antigos, frios e secos encontrados no planeta,
sua formac&o esta restrita as areas livres de neve e gelo e corresponde a cerca de 0,35% de sua
area total (Campbell et al., 1987). A maior deglaciacdo (areas recentemente expostas pela
retracdo do gelo) na regido do continente na Antartica maritima ocorreu a aproximadamente 4
a 5 mil anos atrds quando provavelmente, iniciou-se a formagdo da maioria dos solos
presentes nas areas livres de gelo do presente continente (Rosa, 2008; Moura, 2010). Assim
como na maior parte do mundo, os solos antérticos sdo influenciados pelo clima, tempo e
topografia. Por apresentar o clima mais frio e seco do planeta, a Antartica possui pouca agua
no solo, a qual é restrita a curtos periodos no verdo (Campbell et al., 1987; Moura, 2010;
Pereira et al., 2014).

Nos ultimos 10 anos houve um aumento nos estudos de pedologia da Antartica
(Campbell et al., 1987; Francelino, 2004; Bremer, 2008; Moura, 2010; Pereira et al., 2014;
Godinho et al., 2015; Vianna, 2016) devida as suas condi¢Ges extremas em interferir no
desenvolvimento das comunidades que o utilizam para se desenvolver, manter e dispersar na
regido (Campbell et al., 1987). De forma geral, 0s minerais que ocorrem nos solos antarticos
incluem cloretos, nitratos e sulfatos de sodio, célcio e magnésio com concentracdes e

disponibilidade variaveis de acordo com a regido (Campbell et al., 1987).

2.2.1 Classificacao dos solos

Para realizar a classificacdo dos solos, sdo utilizadas avaliacbes dos dados
morfolodgicos, fisicos, quimicos e mineralégicos dos perfis a serem analisados. Outros
aspectos incluem também: perfis dos locais ambientais, como clima, vegetacdo, relevo,
condicdes hidricas, caracteristicas externas ao solo e relacbes do solo-paisagem (Embrapa,
2014).

A primeira tentativa de classificagdo do solo Antartico, segundo Campbell et al.
(1987), ocorreu em 1960. A classificagdo do diferentes tipos de solos que ocorrem nas ilhas
antarticas, foi proposta inicialmente em dois eixos: no primeiro eixo, a analise se deu por
comparacfes com outras partes do mundo, particularmente com solos desérticos, outra
vertente dessa classificacdo, o segundo eixo, se baseia em uma andlise detalhada de cada solo

no continente.



Apols essa classificacdo inicial surgiram outras: solos himicos — importante
reservatorio de matéria organica; litossolos — familia de solos rasos, rochosos, colocados
imediatamente sobre a rocha; solos aviarios — onde vivem as aves; solos ornitogénicos —
associados as areas de nidificacdo (acdo de construcdo de ninhos) das aves, que contam com
um constante depdsito de matéria organica (guano, penas, cascas de o0vo, carcagas,
vegetacdo); solos moréinicos — sedimentos encontrados na borda das geleiras; criossolos —
presenca de material gélico, com presenca de crioturbacdo (mistura de materiais de varios
horizontes do solo até a rocha matriz devido ao ciclo de congelamento e degelo); leptossolos —
apresenta profundidade limitada por rocha dura e continua, dentro dos 25cm iniciais, dentre
outros (Campbell et al., 1987; Michel, 2005; Bremer, 2008; Carvalho et al., 2013).

2.3 Biotecnologia de micro-organismos e fungos da Antartica

A utilizacdo de micro-organismos na biotecnologia ja foi relatada por diversos autores
e seu destaque estd diretamente relacionado com seu uso na industria farmacéutica e em
outras areas (Nobre e Sette, 2013). Micro-organismos presentes em ambientes extremos, tém
demonstrado caracteristicas que podem ser utilizadas de forma biotecnoldgica para utilizacdo
em diversos processos (Bhadury et al., 2006). A partir deste contexto, a Antartica representa
um ambiente ideal na aplicacdo da biotecnologia e suas ferramentas em fungos extremos
(Lohan e Johnston, 2005).

A Biotecnologia aplicada a micro-organismos provenientes de ambientes com baixas
temperaturas vem sendo amplamente estudada. Neste contexto, as enzimas adaptadas ao frio
sdo tipicamente caracterizadas por uma alta atividade, sendo produzidas por micro-
organismos expostos permanentemente a baixas temperaturas. Essas caracteristicas tornam
estas enzimas altamente importantes para varias aplicacbes onde podem permitir processos

mais eficientes, econdmicos e ambientalmente melhores (Barroca et al., 2017).

A producdo de proteinas recombinantes, a partir de bactérias provenientes da
Antartica, endossa o potencial de bactérias adaptadas ao frio como hospedeiros alternativos
para a producdo de proteinas recombinantes (Parrilli e Tutino, 2017). Outra aplicacéo
biotecnoldgica através de micro-organismos da Antartica, estd na producdo de novos
antimicrobianos, Borchert et al. (2017) cita que, 0s micro-organismos psicrofilicos sdo uma
fonte de substancias antimicrobianas inexploradas. Brouchkov et al. (2017) relata que

bactérias advindas de permafrost caracteristicas unicas, Bacillus cereus foi isolado nessa
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condicdo e foi capaz de aumentar a longevidade e imunidade em Drosophila e camundongos,

além de apresentar atividade probidtica.

Segundo Chambergo e Valencia (2016), ja foram relatados cerca de 250 fungos
filamentosos com potencial biotecnoldgico, os quais possuem as mais diversas aplicacoes,
como biorremediacdo, produgdo sustentdvel de produtos existentes, produtos quimicos
basicos e produtos quimicos de valor agregado, agentes terapéuticos, antibidticos, drogas

anticancer, antivirais, antifungicas, biopolimeros e outras biomoléculas.

Em se tratando de fungos adaptados ao frio, seu potencial biotecnolégico tem atraido
diversos pesquisadores, pois sdo capazes de sintetizar enzimas ativas a frio, bem como outros
produtos bioquimicos importantes, conhecido como crioprotetoras, polimeros, lipidios e
outras substancias (Tasselli et al. 2017). Fungos provenientes da Antartica vém sendo
estudados como fontes promissoras de metabdlitos antiparasitarios, antitumorais, antivirais e
herbicidas, as quais tem potencial uso na industria farmacéutica e na agricultura (Furbino,
2012; Godinho et al., 2013; Godinho et al., 2015).

De acordo com Furbino et al. (2014), dos isolados associados a macroalgas antarticas,
oito apresentaram atividade antimicrobiana; destes, seis contra Candida krusei, um contra
Candida albicans e um contra Cladosporium sphaerospermum. O extrato do fungo Geomyces
pannorum apresentou atividade antimicrobiana considerada promissora (95,2%) frente aos
esporos de Cladosporium sphaerospermum. Godinho et al. (2013), identificaram um taxon
com importante potencial de substancias bioativas, o género Penicillium sp. foi isolado de
espécies endémicas de Palmaria decipiens e Monostroma hariotii, sendo capaz de produzir
extratos com atividades antifangicas e tripanosomicida. Ja em amostras de solos oligotréficos
do continente Antartico, os extratos de Aspergillus sydowii, Penicillium alliisativi, Penicillium
Brevicompactum, Penicillium chrysogenum e Penicillium rubens apresentaram atividades

antivirais, antibacterianos, antifungicos, antitumorais, antiprotozoaria e herbicida.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar a diversidade e distribuicdo de fungos presentes em diferentes solos de ilhas

da Peninsula Antéartica e avalia-los quanto a capacidade de produzir metabolitos secundarios

bioativos contra agentes causadores de doencas tropicais negligenciadas e para uso como

pesticidas menos toxicos na agricultura.

3.2 Objetivos Especificos

Coletar solos em diferentes ilhas da Peninsula Antartica e isolar as comunidades de
fungos presentes;

Ampliar a colecdo de micro-organismos e células da UFMG para a montagem de uma
colecdo tematica de fungos antarticos;

Identificar todos os fungos obtidos por meio de técnicas macromorfoldgicas e
moleculares;

Ampliar as informacbes sobre a diversidade e distribuicdo geografica dos fungos
antarticos;

Produzir extratos dos fungos e avalia-los quanto a presenca de substancias

antiparasitarias, antivirais e herbicida;



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudo

A Antartica possui cerca de 14 milhdes de km? e compreende um complexo de ilhas
concentradas em sua peninsula. As amostras de solos foram obtidas em trés ilhas da Peninsula
Antértica (Figura 1, Tabela 1): Robert (Peninsula Coppermine), Ilhas Nelson (Rip Point), Rei

George (Yellow Point) e Pinguim.

Ilha Rei

George

®*—llha
Pinguim

Figura 1. Complexo de llhas Shetland do Sul na Peninsula Antéartica (Google, 2017).

Tabela 1. Localizacdo geogréafica dos pontos de coleta.

llha Local de coleta Localizacdo geografica
Nelson Rip Point S 62°14279" W 058°439'
Rei George Yellow Point S 62°04'678" W 058°23'686"
Pinguim - S 62°06'327" W 057°55'590"
Robert Peninsula Coppermine S 62°22'725" W 059°41'802"




As coletas foram realizadas em dezembro de 2013, durante a Operacdo Antartica
XXXII, realizada em atividades do Programa Antartico Brasileiro (PROANTAR). As
amostras foram coletadas obedecendo os critérios de solos aparentemente diferentes que s@o
informados na Tabela 2. Para realizacdo das coletas, foram utilizadas espatulas esterilizadas e
sacos pléasticos do tipo WhirlPak (Nasco, Fort, Atkinson, WI, EUA) esterilizados, para cada

tipo de solo, foi coletado aproximadamente 300 g de amostras em triplicata.

Tabela 2. Informacdes sobre os pontos de coleta dos solos antarticos.

Ilha Data de coleta Ponto de coleta Material coletado
Nelson 11/12/2013  Rip Point Solo superficial
Rei George 07/12/2013  Yellow Point Solo rico em enxofre
Pinguim 09/12/2013  Topo dailha Solo vermelho
Pinguim 09/12/2013  Topo dailha Solo preto
Robert 06/12/2013  Peninsula de Coppermine Solo morainico

Apos a coleta, as amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Microbiologia do
Navio Oceanografico Polar Almirante Maximiano, onde foram mantidas a -20 °C para
preservacdo das suas caracteristicas. No Brasil as amostras foram transportadas para o
Microbiologia Polar e Conexfes Tropicais (MicroPolar), na Universidade Federal de as

Gerais (UFMG) e mantidas a -20 °C até o processamento.

4.2 Processamento, isolamento, purificacdo e preservacao das amostras

Para o isolamento dos fungos, 1 g de cada amostra de solo foi inoculado em 9 mL de
solugdo de NaCl a 0,85%. Apos essa diluicdo foi realizada uma diluicéo seriada até 102 e 100
pL inoculados nos meios YM (0,3% de extrato de levedura, 0,3% de extrato de malte, 0,5%
de peptona, 2% de glucose, 2% de agar), DG18 (0,5% de peptona, 1% de glicose, 0,1% di-
hidrogeniofosfato de potassio, 0,05% sulfato de magnésio, 0,0002% de dicloran, 2% de agar e
18% de glicerol) (Oxoid, EUA) e DRBC (0,5% de peptona; 1% de glicose; 0,1% di-
hidrogeniofosfato de potéssio; 0,05% sulfato de magnésio; 0,0002% de dicloran; 0, 0025% de
rosa de bengala e 2% de agar) (Oxoid, EUA) acrescido de 100 ug mL de cloranfenicol
(Sigma). As placas foram entdo incubadas a 10 £ 2 °C por até 60 dias. As colbnias fangicas
obtidas foram quantificadas em unidades formadoras de col6nias e os fungos purificados em

novas placas de Petri contendo meio de cultura YM.



As culturas purificadas foram cultivadas em YM por 7 a 15 dias e preservados em
Castellani (Castellani, 1967). Para a criopreservacdo, os isolados foram cultivados em &gar
YM por 7 a 15 dias, em seguida 15 fragmentos do micélio (com aproximadamente 5 mm de
diametro) foram transferidos para tubos criogénicos esterilizados, sendo adicionado 1 mL da
solucdo de glicerol a 15% esterilizado. Para a criopreservacdo das leveduras, uma algada de
cada isolado foi inoculada em tubo de ensaio contendo 2 mL de caldo GYMP (2% de glicose,
0,5% de extrato de levedura, 1% de extrato de malte, 0,2% de fosfato de potéssio dibasico) e
incubados por 24 a 48 horas a 10 °C. Transcorrido esse periodo, 0,8 mL de cada amostra foi
transferido para tubos criogénicos esterilizados onde foram adicionados 0,2 mL de glicerol
esterilizado. Os criotubos foram estocados em ultrafreezer a -80 °C. Todos os isolados obtidos
foram preservados e armazenados na Colecdo de Micro-organismos e Células do
Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), da UFMG, sob o
codigo UFMGCB.

4.3 ldentificacdo dos isolados

4.3.1 Fungos filamentoso e leveduras

Os isolados obtidos foram agrupados utilizando caracteristicas macromoforldgicas —
cor da coldnia (frente e verso), aspecto da borda, textura da superficie (frente e verso) e em
seguida, os grupos isolados foram submetidos a analise molecular para confirmacdo do
agrupamento por meio da PCR, utilizando-se o iniciador (GTG)s (5’-
GTGGTGGTGGTGGTG-3"), de acordo com Lieckfeldt et al. (1993).

Apds a amplificacdo dos produtos obtidos pela PCR, um isolado dentre os que
apresentaram um mesmo padrdo de bandas foi selecionado para sequenciamento da regido
transcrita interna, 1TS1-5.8S-1TS2, da regido génica do rRNA, utilizando-se os iniciadores
ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White et
al., 1989), alguns taxons de fungos filamentosos, também foram submetidos ao
sequenciamento dos fragmentos génicos da B-butulina BT2a
(GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) e BT2b (ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC)
e RNA polimerase Il (RPB2) 5F (GAYGAYMGWGATCAYTTYGG) e RPB2 7R
(CCCATRGCTTGYTTRCCCAT) (Godinho et al., 2015).
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Para leveduras foi utilizada a regido D1/D2 da subunidade maior do rDNA, utilizando
0os iniciadores NL-1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL-4 (5-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’), segundo Lachance et al. (1999).

4.4 Extragdo DNA total

4.4.1 Fungos filamentosos

Apo6s o crescimento dos isolados em &gar YM, a extracdo de DNA dos fungos
filamentosos foi realizada de acordo com Rosa et al. (2009). Os fungos filamentosos foram
crescidos por sete dias em meio YM e entdo os fragmentos de micélio foram colocados em
tubos estéreis de 1,5 mL acrescidos de 400 uL de tampao de lise — Tris-HCI
(trishidroximetilaminometano 0,05 M), EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético 0,005 M),
NaCl 0,1 M e SDS (sodio dodecil sulfato 1%) e deixado a — 20 °C até o momento da extracao
de DNA. O micélio foi triturado com auxilio de esferas de aco inoxidavel (beads) (3,175 mm
de didmetro) em homogeneizador Next Adva nce Bullet Blender®. Apds essa etapa, foram
adicionados 162 uLL de CTAB (Tris 2M, NaCl 8,2%, EDTA 2M CTAB 0,2%), seguido de
homogeneizacdo e incubacdo por 30 minutos a 65 °C. Posteriormente, foram acrescentados

570 pL da mistura cloroférmio/alcool isoamilico (24:1).

Apds homogeneizacdo, os tubos foram incubados por 30 minutos a 0 °C (em gelo).

Em seguida, o conteudo foi centrifugado a 13.200 r.p.m. por 10 minutos e o sobrenadante
transferido para um novo tubo esterilizado de 1,5 mL, e acrescido 10% do volume de uma
solucdo de acetato de sodio 3 M. O tubo foi vertido para homogeneizagédo, incubado a 0 °C
por 30 minutos e centrifugado a 13.200 r.p.m. por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido
para um novo tubo esterilizado e, em seguida, adicionado 50% do volume de isopropanol
(Merck) e a suspensdo foi cuidadosamente homogeneizada. Posteriormente, a amostra foi
centrifugada a 13.200 r.p.m. por 10 minutos e o sobrenadante desprezado por inversdo. Em
seguida, foram adicionados 200 pL de etanol 70% gelado (Merck), sendo os tubos
homogeneizados e submetidos a centrifugagdo a 13.200 r.p.m. por 5 minutos. O sobrenadante
foi descartado novamente por inversdo e 0s tubos deixados por 2 minutos para secar. Foi
realizada outra lavagem com 200 pL de etanol 70% p/v gelado (Merck) e, por ultimo, uma
nova centrifugacdo 13.200 r.p.m. por 5 minutos, seguido de descarte do sobrenadante. A
amostra foi deixada a temperatura ambiente overnight para secagem, e entdo foi adicionado
50 pL de Tris-EDTA (Tris-HCI 0,01 M e EDTA 0,001 M). A amostra foi incubada a 65 °C
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por 60 minutos para hidratacdo do DNA e, posteriormente, armazenada em freezer a -20 °C. O
DNA obtido a partir dos isolados foi quantificado em espectrofotdmetro (NanoDrop ND 1000

Technologies) (Scientific, 2008) e armazenado a —20 °C até sua utilizacéo.

4.4.2 Leveduras

Para extracdo do DNA total das leveduras, os isolados foram crescidos em meio agar
YM. Apos o crescimento, as colénias foram ressuspendidas em 100 puL de tampdo de lise
[Tris-HCI — trishidroximetilaminometano 0,05M), EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético
0,005 M), NaCl 0,1 M e SDS [so6dio dodecil sulfato 1% (p/v)] e incubadas em banho-maria a
65 °C por 30 minutos. Apds essa etapa, foram adicionados 100 uL de fenol-cloroférmio-
alcool isoamilico — 25:24:1 (Sigma, EUA) aos tubos e os mesmos vedados com parafilme,
homogeneizados em vortex e centrifugados a 14.000 r.p.m. durante 15 minutos. O
sobrenadante foi retirado com auxilio de pipeta e transferido para outro tubo, ao qual foi
adicionado isopropanol (Merck) (v/v). Os tubos foram homogeneizados por inversdo e
deixados em repouso & temperatura ambiente durante 15 minutos para precipitacdo do DNA.
ApoOs essa etapa, os tubos foram centrifugados a 14.000 r.p.m. por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado por inversdo, e ao pellet formado foi acrescentado 200 pL de
etanol 70% (Merck) refrigerado. Efetuou-se novamente uma centrifugacdo a 14.000 r.p.m. por
10 minutos. O sobrenadante foi novamente descartado por inversdo e uma segunda lavagem
com 200 puL de etanol 70% gelado e centrifuga¢ao a 14.000 r.p.m. por 10 minutos foram
realizadas. Apos o descarte do sobrenadante por inverséo, os tubos foram incubados overnight
a temperatura ambiente para total evaporacdo do etanol. ApoOs essa etapa, o0 DNA foi
ressuspendido em 50 pL de tampao Tris-EDTA 0,1M (TE), pH 8,0 e estocado a -20 °C.

4.5 Obtencao dos amplicons

4.5.1 Amplificacdo utilizando o iniciador (GTG)s

Para confirmacdo do agrupamento macromorfologico, os isolados foram submetidos a

PCR fingerprinting utilizando o iniciador (GTG)s para amplificacdo de regifes de
microssatélite, conforme descrito por Lieckfeldt et al. (1993). A PCR foi realizada para um
volume final de 25 pL contendo de 1,0 a 5,0 uL. de DNA - variando de acordo com a
concentracdo do DNA, a qual deve estar entre 50-500 ng/uL, 2,0 uL do iniciador GTGs 10
umol-1 (Invitrogen) 2,5 pL. de tampao de PCR 5X (Fermentas), 1,5 uL de MgCl, 25mM, 1,0
12



uL de ANTP (Invitrogen), 10 mM, 0,2 puL de Taq DNA polimerase 5U (Fermentas) e o
volume final completado com &gua ultrapura esterilizada. As reacbes de PCR foram
realizadas utilizando o termociclador Eppendorf Mastercycler nexus GSX1. O programa
consistiu de uma desnaturacéo inicial a 94 °C por cinco minutos, seguido por 40 ciclos de 15
segundos de desnaturacdo a 94 °C, 45 segundos de anelamento a 55 °C e 90 segundos de
extensdo a 72 °C, e uma extenséo final por 6 minutos a 72 °C. Os produtos de PCR foram
analisados por eletroforese (Loccus biotecnologia model LPS — 300h), em gel de agarose
1,5% (Avati Mod.: AV - 0110), em tampao TBE 0,5X (54 g de tris base, 27,5 g de &cido
borico), 20 mL de EDTA 0,5M, pH 8,0, resolvidos durante aproximadamente uma hora e
meia a 80 V. As bandas foram coradas com solucdo de GelRedTM (Biotium), e os géis
visualizados sob luz ultravioleta (UV) e fotografados pelo sistema de foto documentacéo de
gel (Vilber Lourmat, serial 0518816 — Franca).

4.5.2 Amplificacdo da regido ITS utilizando os iniciadores ITS-1 e ITS-4

Para amplificacdo da regido transcrita interna 1TS1-5.8S da regido do gene rRNA
foram utilizados os iniciadores ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC), conforme descrito por White e colaboradores (1990). A
reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 50 uL contendo 5 pL de tampéo de PCR
10X (Fermentas), 3 uL de MgClz 25mM (Fermentas), 2 L. de ANTP 10 mM, 1 pL de cada
iniciador ITS1 e ITS4 a 10 pmol-1 (Invitrogen), 0,2 uL de Taq DNA polimerase 1,25U
(Fermentas),l a 5 uL. do DNA - de modo que a reagdo contenha entre 50-500 ng/uL e agua
ultrapura esterilizada q.s.p. 50 pL. As reacdes de PCR foram realizadas utilizando o
termociclador Eppendorf Mastercycler nexus GSX1. O programa de ciclagem consistiu de
uma desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos de 1 minuto de
desnaturacdo a 94 °C, 1 minuto de anelamento a 55 °C, 1 minuto de extensdo a 72 °C, e uma
extensdo final por 5 minutos a 72 °C. Os amplicons foram resolvidos por eletroforese (Loccus
biotecnologia model LPS — 300h), em gel de agarose 1,0% (Avati Mod.: AV — 0110), em
tampéo TBE 0,5X, eluidos durante aproximadamente 30 minutos a 120 V. As amostras foram
coradas pela adicdo de GelRedTM (Biotium), e os géis visualizados sob luz UV e
fotografados pelo sistema de foto documentagéo de gel (Vilber Lourmat, serial 0518816 —

Franca).

13



4.5.3 Amplificacéo do gene de B-tubulina

Para amplifica¢do do fragmento génico da B-tubulina foram utilizados os iniciadores
Bt2a (GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) e Bt2b
(ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC), conforme descrito por (Glass e Donaldson, 1995).
A PCR foi realizada em um volume final de 50 pL. contendo de 1 a 2 pLL de DNA (de modo
que a reagdo continha entre 50-300 ng/uL), 1,0 uL de cada iniciador Bt2a e Bt2b 10 pmol*
(Sinapse), 5 uL de tampédo de PCR 10X (Fermentas), 2 uL. de MgCl2 1,5 mM (Fermentas), 2,0
pL de dNTP 0,05 mM, 0,2 uL. de Taq DNA polimerase 1U (Fermentas), ¢ o volume final
completado com agua de injecao esterilizada para 50 pL. As reacdes de PCR foram realizadas
utilizando o termociclador Eppendorf Mastercycler nexus GSX1. O programa consistiu de
uma desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 1 minuto de
desnaturacdo 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 amplicons foram analisados por eletroforese
(Loccus biotecnologia model LPS — 300h), em gel de agarose 1,0% (Avati Mod.: AV —
0110), em tampao TBE 0,5X, resolvidos durante aproximadamente 30 minutos a 120 V. As
amostras foram coradas pela adicdo GelRedTM (Biotium), e os géis visualizados sob luz UV
e fotografados pelo sistema de foto documentacdo de gel (Vilber Lourmat, serial 0518816 —

Franca).

4.5.4 Amplificacdo da RNA polimerase 11

Na amplificagéo parcial da RNA polimerase Il (RPB2) foram utilizados os iniciadores
RBP2 SF (GAYGAYMGWGATCAYTTYGG) e RPB2 7R
(CCCATRGCTTGYTTRCCCAT) conforme descrito por (Malkus et al., 2006). A PCR foi
realizada em um volume final de 50 pL contendo de 1,0 a 5,0 uL. de DNA (de modo que a
reacdo contenha entre 50-500 ng/uL), 1,0 uL de cada iniciador RBP2 5F e RPB2 7R a 10
pumol™ (Invitrogen), 5,0 uL de tampdo de PCR 10X (Fermentas), 3,0 uL de MgCl, mM, 2,0
pL de dNTP 10 mM, 0,2 uL de Taq DNA polimerase 1.25U (Fermentas) e o volume final
completado com agua de injecéo esterilizada. As reagdes de PCR foram realizadas utilizando
o0 termociclador Eppendorf Mastercycler Nexus GSX1. O programa consistiu de uma
desnaturacdo inicial a 94 °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 amplicons foram analisados por eletroforese
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(Loccus biotecnologia model LPS — 300h), em gel de agarose 1,0% (Avati Mod.: AV — 0110),
em tampéo TBE 0,5X, resolvidas durante aproximadamente 30 minutos a 120 V. As amostras
foram coradas pela adi¢do (Biotium), e os géis visualizados sob luz UV e fotografados pelo

sistema de foto documentacéo de gel (Vilber Lourmat, serial 0518816 — Franca).

4.5.5 Amplificacao utilizando iniciadores NL-1 e NL-4

Das leveduras que apresentaram perfis moleculares iguais um isolado foi selecionado
para 0 sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior do rDNA, utilizando 0s
iniciadores NL-1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL-4 (5’-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’), segundo Lachance et al. (1999). A reacdo de PCR foi
realizada em um volume final de 50 puL contendo 5 uL. de tampao de PCR 10X (Fermentas), 3
puL de MgCl; 25 Mm (Fermentas), 2 pLL de dNTP 10 mM, 1 puL de cada iniciador NL-1 e NL-
4 a 10 pmol™? (Invitrogen), 1 a 5 uL do DNA — de modo que a reagdo final contenha entre 50-
500 ng/uL, 0,2 uL de TagDNA polimerase 1.25 U (Fermentas) e agua ultrapura esterilizada
g.s.p. 50 puL. As reagdoes de PCR foram realizadas utilizando 0 termociclador Eppendorf
Mastercycler nexus GSX1.

O programa de ciclagem consistiu de uma desnaturacéo inicial a 95 °C por 2 minutos,
seguido por 35 ciclos de 15 segundos de desnaturacdo a 95 °C, 25 segundos de anelamento do
iniciador a 54 °C e 20 segundos de extensdo a 72 °C, e uma extensao final por 10 minutos a 72
°C. Os amplicons foram analisados por eletroforese (Loccus biotecnologia model LPS —
300h), em gel de agarose 1,0% (Avati Mod.: AV — 0110), em tampdo TBE 0,5X, resolvidos
durante aproximadamente 30 minutos a 120 V. As amostras foram coradas pela adi¢do de
GelRedTM (Biotium), e os geéis visualizados sob luz UV e fotografados pelo sistema de foto

documentacao de gel (Vilber Lourmat, serial 0518816 — Franca).

4.6 Purificacdo dos produtos de PCR

Os amplicons gerados pela reacdo de PCR foram purificados utilizando etanol-EDTA.
Ao produto de PCR — 47 L, foram adicionados 11,25 uLL de EDTA e 141 pL de etanol
absoluto e deixados a temperatura ambiente por 15 minutos. O tubo foi centrifugado a 13.200
r.p.m. por 25 minutos e o sobrenadante descartado por inversdo. A seguir, foram adicionados
120 pL de etanol 70% gelado, o tubo centrifugado a 13.200 r.p.m. por 10 minutos e o etanol

descartado por inversdo. O tubo foi deixado & temperatura ambiente para evaporagdo de todo
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o excesso de etanol. Foram adicionados 10 ul. de agua ultrapura e o contetdo do tubo
homogeneizado em vortex por 15 segundos. Em seguida, o tubo foi incubado em estufa a 37
°C por 30 minutos. O produto da PCR purificado foi dosado em NanoDrop ND 1000
(NanoDrop Technologies, EUA) (Scientific, 2008) e armazenado a —20 °C até 0 momento da

reacao de sequenciamento.

4.7 Reacdo de sequenciamento e precipitacdo das amostras

As reacOes de sequenciamento foram realizadas utilizando o kit Big Dye versdo 3.1
(Applied Biosystems, EUA), em combinacdo com o sistema de sequenciamento automatizado
ABI 3730 (Applied Biosystems, EUA). A reacdo de sequenciamento foi realizada em
microplacas de 96 pocos (Applied Biosystems, EUA) preparada para um volume final de 10
uL, em que foram colocados: 1 uL do inciador — 5 pmol™, 1 uL de tampdo — presente no Kit
de sequenciamento, 1 pL de Big Dye, 1 a 5 uL de DNA — de modo que a reacdo final
contenha entre 50-500 ng/uL e o restante de agua para injecdo esterilizada para completar o
volume. O programa de ciclagem utilizado consistiu de uma desnaturacéo inicial a 36 °C por
1 minuto, 36 ciclos de anelamento a 96 °C por 15 segundos, seguido por 15 segundos de

extensdo a 50 °C e 4 minutos de extensao final a 60 °C.

Os produtos do sequenciamento foram submetidos ao processo de precipitacdo com o
acréscimo de 1 uL de EDTA a 125 mM, 1 pL de acetato de amonio e 50 pL de etanol 96%
(Merck) em cada pogo. A placa foi homogeneizada com auxilio de um vértex brevemente e
entdo incubada por 15 minutos a temperatura ambiente, protegida da luz. Ap6s incubagdo, as
amostras foram centrifugadas por 45 minutos a 3.700 r.p.m. a temperatura ambiente e 0
sobrenadante descartado por inversdo. Em seguida, foram acrescentados 100 pL de etanol
70% (Merck) e as amostras novamente centrifugadas por 15 minutos a 3.700 r.p.m. a
temperatura ambiente. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado por inverséo e em
cada pogo foi acrescentado 10 pL de Formamida HI-DI (Applied Biosystems, EUA). A placa
foi armazenada a 4 °C, protegida da luz, até injecdo das amostras no sistema automatizado
ABI 3730 (Applied Biosystens, EUA).

4.8 Analises computacional das sequéncias

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

referéncia de fungos depositadas no GenBank e pertencentes a colegbes de culturas
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internacionais, utilizando o programa BLASTn — Basic Local Alignment Search Tool (verséo
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 valor de E = 0, cobertura e identidade > 99%, bem como proximidade quando
analisadas filogeneticamente utilizando o programa MEGA 6 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) (Tamura et al., 2013) foram considerados como pertencentes a mesma
espécie. Para fungos com sequéncias com valor de E diferente de 0 e cobertura, e identidade <
98%, os mesmos foram identificados em nivel de género ou niveis hierarquicos mais altos
apos a analise filogenética. Além disso, para alguns taxons o termo ‘cf.” (latim for confer =
comparado com) foi utilizado para indicar a espécie a qual se assemelha, mas apresenta

pequenas diferencas com a espécie referéncia.

Para identificagdo molecular foram utilizadas as sequéncias > 300 pares de bases. As
arvores filogenéticas foram construidas utilizando o algoritmo de Neighbor-joining. O modelo
Maximum composite likelihood foi usado para estimar a distancia evolucionaria. Uma analise
de bootstrap foi feita com 1.000 repeticdes utilizando os programas incluidos no MEGA 6.
Informaces sobre os niveis hierdrquicos utilizados na taxonomia dos fungos foram obtidas
no MycoBank (http://www.mycobank.org), Index Fungorum

(http://www.indexfungorum.org/) e Kirk et al. (2008).

4.9 Diversidade da comunidade fungica: calculo dos indices de abundéancia, riqueza e
dominancia
A abundancia de cada taxon foi calculada de acordo com a seguinte formula: porcentagem de
abundancia do td&xon A = nimero de isolados do taxon A x 100/soma de isolados de todos 0s
taxons. Estes dados foram utilizados para determinar a prevaléncia de cada taxon em
comparagdo com o total de taxons presente nas comunidades fungicas na area de coleta. Para
avaliar a diversidade de espécies no local de coleta, foram utilizados os seguintes indices: (a)
Fisher-a (diversidade), (b) Margalef (riqueza) e (c) Simpson (dominancia). O indice de
diversidade de Fisher-a é adequado para frequéncias em que diferentes especies ocorrem de
forma aleatdria onde, comumente algumas espécies sao tao raras que sua chance de incluséo é
pequena (Fisher et al., 1943).Este indice é calculado pela férmula S = a*In(1+n/a) onde, Sé 0
numero de taxons presente na amostra, n € o numero de individuos e a representa o indice de
Fisher-a. O Indice de Margalef é uma medida utilizada em ecologia para estimar a riqueza de

espécies de uma comunidade com base na distribuicdo numérica dos individuos das diferentes
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espéecies em funcdo do numero total de individuos existentes na amostra analisada. Sua
férmula é dada por S = (n-1)/In(N), onde n € o nimero de taxons encontrados e N representa o
namero de individuos. Quanto mais alto o valor de S maior a riqueza de espécies do local
amostrado. O indice de Simpson é muitas vezes utilizado para quantificar a biodiversidade de
um ecossistema. Ele leva em conta o numero de espécies presentes no local, bem como a
abundancia de cada espécie. Trata-se de um indice de dominancia que mede a probabilidade
de dois individuos, selecionados ao acaso na amostra, pertencer a mesma espécie. O calculo
da Dominéancia de Simpson ¢ dado pela formula D =X(n/N)2, onde n € o numero total de
organismos de uma mesma espécie e N o0 numero total de organismos de todas as espécies. O
valor estimado de D pode variar de 0 a 1, quanto mais alto for, maior a probabilidade de os
individuos serem da mesma espécie, ou seja, maior a dominancia e menor a diversidade.

Sendo assim, uma comunidade de espécies com maior diversidade terd uma menor
dominéancia. Para comparacdo entre as comunidades de solos diferentes, bem como as ilhas
amostradas, foram utilizados os indices de Sorensen. Todos os resultados foram obtidos com
95% de confianca, e os valores de bootstrap calculados a partir de 1.000 repeti¢cdes. Todos 0s
indices foram calculados utilizando o programa computacional PAST 1.90 (Hammer et al.,
2001).

4.9.1.1 Anadlises fisico-quimicas do solo

Foram coletadas cinco amostras superficiais de solos, todas na profundidade de 0 — 10
cm. As amostras das llhas Robert (Peninsula Coppermine) e Nelson (Rip Point) estdo
localizadas no dominio litoraneo, especificamente em areas de stacks vulcanicos com terragos
marinhos associados (Figura 2A). Esses stacks, bem como os terracos, tem sua exposi¢ao
causada pelo soerguimento das ilhas a partir da compensacdo glacio-isostatica associada ao
recuo das geleiras. Posteriormente passam a ser cioclastados em superficie, podendo também
serem colonizados pela avifauna. Na Ilha Pinguim, as amostras superficiais de solo foram
amostradas em dois contextos litologicos semelhantes, porém em estados de oxidagdo
diferentes, ambos na porg¢éo superior da paisagem, acima de 250 m de altitude. Os solos de
cor vermelha (Figura 2B) derivam de cinzas vulcanicas oxidadas, ao passo que os solos de cor
preta (Figura 2C) tem como material de origem as mesmas cinzas vulcanicas, porém sem
oxidagdo como as anteriores. A diferenca de cor se deve, assim, a uma transicdo no estado de
valéncia do Fe, que ao ser oxidado na superficie da forma Fe?* para Fe3* passa a manifestar a
cor vermelha. Na llha Rei George, em area conhecida como Yellow Point (Figura 2D), as

coletas ocorreram na base da saia de talus, proxima ao terrago marinho, sendo o solo derivado
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de andesitos piritizados, isto €, rochas vulcanicas enriquecidas em sulfeto de ferro,
principalmente pirita. Todas as amostras foram coletadas em triplicatas, sendo posteriormente
homogeneizadas e peneiradas em malha de 2mm. Foram realizadas andlises quimicas de
rotina. O pH, nutrientes trocaveis e textura foram determinados em amostras de terra fina seca
ao ar (TFSA) (Embrapa, 2014). Cétions trocaveis, Ca?*, Mg?* e AI®* foram extraidos com 1M
KCl e P, Na* e K" com extrator Mehlich-1 (dupla dilui¢do 0,05 mol/L de HCI em 0,0125
mol/L de H,SO4) (Embrapa, 2014). Os teores dos nutrientes (Ca** e Mg?*) e AI** nos extratos
foram determinados por espectrometria de absorcdo atdmica e emissdo de chama (Na* e K*) e

fotocolorimetria (P).

—

Figura 2. Aspecto geral dos ambientes de coleta de amostras superficiais de solos, sendo A —
area costeira sob stack vulcanico crioclastado no interior de terragcos marinhos (Coppermine);
B — Vertentes recobertas por cinzas vulcanicas oxidadas com afloramento de rochas intrusivas
(Pinguim); C — vertentes recobertas por cinzas vulcanicas com caimento para a area costeira
(Pinguim) e D — Base de talus em area de rochas andesiticas ricas em sulfetos (Yellow Point,

Rei George).
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4.10 Cultivo dos fungos e preparo dos extratos

Cada isolado fungico foi cultivado em cinco placas de Petri contendo meio YM e
incubados a 10 °C para obtencdo dos metabdlitos produzidos. Apds 15 dias de crescimento,
todo o conteudo de cada uma das cinco placas (meio de cultura com o crescimento micelial)
foram picotados e transferidos para frascos Erlenmeyers de 250 mL, congelados a —80 °C por
24 horas e posteriormente submetidos ao processo de liofilizacdo (Liofilizador LioTop —
K105). Em seguida foi acrescido 50 mL de diclorometano PA (Vetec) que permaneceram a
temperatura ambiente e apds 72 horas. Em seguida o sobrenadante (fase diclorometénica) de
cada frasco foi filtrado em papel filtro e transferido para frascos de cintilacdo. Todos o0s
extratos diclorometanicos obtidos foram secos a temperatura ambiente, solubilizados em
dimetilsuféxido (DMSO), a uma concentragio de 20 mg.mL™ e depositados na Extratoteca do
Laboratdrio de Quimica de Produtos Naturais do CPgRR/FIOCRUZ a — 20 °C onde foram

triados e testados.

4.10.1 Determinagédo da atividade leishmanicida

A atividade leishmanicida seguiu os protocolos estabelecidos por (Campos et al.,
2008), onde promastigotas de Leishmania amazonensis (linhagem IFLA/BR/196/PH-8) foram
obtidas a partir de lesbes de hamsters infectados experimentalmente. Os parasitas foram
incubados durante 9 dias a 26 °C em meio Schneider pH 7,2. As formas promastigotas foram
entdo estimuladas para se diferenciarem em formas semelhantes a amastigotas, para isso, a
temperatura de incubacao foi de 32 °C, além da reducdo do pH do meio para 6,0. Apés 7 dias
nestas condi¢bes, 90% dos parasitas estavam sob as formas amastigotas. A concentracdo
parasitaria foi ajustada para 1 x 108 células mL™? e em seguida, foi adicionado 90 pL em
microplacas de cultura de tecidos com 96 pocgos, seguindo-se 10 puL das solugdes contendo as
amostras e o farmaco de controle (0,2 mg mL™ de anfotericina B) Fungisona Bristol-Myers
Squibb, Brasil. As placas foram incubadas a 32 °C durante 72 horas € 0 nimero de parasitas

estimado utilizando o ensaio colorimétrico baseado em MTT (metil tiazolil tetrazélio).

Os resultados foram calculados a partir das absorbancias medidas utilizando a seguinte

equacéo:

[1 — (ADbSexperimento / AbScontrote)] X 100
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A equacdo matematica expressa o percentual de morte parasitaria em relacdo aos
controles sem farmaco. Todas as amostras foram testadas em duplicata e 0s experimentos
repetidos no minimo uma vez. Os experimentos para determinar as curvas de resposta a dose
e a ECsp (concentracgdo eficaz para matar 50% dos parasitas) foram executadas como descrito
anteriormente, utilizando dilui¢Ges seriadas 1: 2 dos compostos de teste a fim de atingir as
concentracdes apropriadas. Os experimentos foram executados em duplicata e repetidos no

minimo uma vez.

4.10.2 Determinagéo da atividade tripanossomicida

4.10.2.1 Ensaio in vitro com formas tripomastigotas e formas amastigotas intracelulares

de Trypanosoma cruzi

Os ensaios in vitro com formas amastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi
foram realizados de acordo com protocolos estabelecidos por Buckner et al. (1996) com
algumas modificagdes de (Romanha et al., 2010). Resumidamente, os parasitas e 0S
procedimentos de cultura foram realizados conforme a seguir. O T. cruzi (cepa Tulahuen) que
expressa 0 gene da B-galactosidase de Escherichia coli foi cultivada numa monocamada de
fibroblastos 1929 de murganho. As culturas foram testadas quanto a atividade de [-
galactosidase e foram cultivadas em meio RPMI 1640, pH 7,2-7,4, sem vermelho de fenol,
mais 10% de soro fetal bovino e glutamina 2 mM. Os fibroblastos L929 foram adicionados
em microplacas de cultura de tecidos com 96 pogos a uma concentracdo de 4,0 x 10° por

pogo, com volume de 80 pL e incubados overnight.

As formas tripomastigotas que expressam a enzima [-galactosidase foram entdo
adicionados a uma concentragéo de 4,0 x 10* por pogo com volume de 20 pL. Apds 2 horas, o
meio contendo tripomastigotas que ndo penetram nas células foi descartado e substituido por
200 pL de meio fresco. Apos 48 horas, o meio foi descartado novamente e substituido por 180
pL de meio fresco e 20 puL dos extratos de teste. Cada extrato foi testado em triplicata. Apds 7
dias de incubacdo, adicionou-se as placas de cloreto de p-D-galactopiranosido vermelho de
clorofenol (CPRG), concentragdo final de 100 uM e Nonidet P-40 — 0,1% de concentragédo
final, seguido de incubacg&o durante a noite a 37° C e a absorbéancia foi medida a 570 nm num
leitor de microplacas automatizado. O benznidazol na 1Cso de 1 pg mL?* = 3,81 uM foi

utilizado como controle positivo. Os resultados foram expressos como a percentagem de
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inibicdo do crescimento. As quadruplicatas foram executadas na mesma placa e 0s

experimentos repetidos pelo menos uma vez.

4.10.2.2 Ensaio citotoxico in vitro de extratos tripanossomicida

Os extratos ativos foram testados in vitro para determinacdo da toxicidade celular em
células L929 ndo infectadas utilizando o corante alamarBlue® (Romanha et al., 2010). As
células foram expostas a extratos com concentra¢fes crescentes a partir do valor de 1Cso para
T. cruzi. Ap6s 96 horas de incubagdo com os compostos, o alamarBlue® foi adicionado e a
absorbancia foi medida em 570 e 600 nm ap0ds 4-6 horas. A viabilidade celular foi expressa
como a percentagem de diferenca na reducdo entre células tratadas e ndo tratadas. Os valores
de ICso foram calculados por interpolacdo linear e o indice de seletividade (SlI), foi
determinado com base na razdo entre o valor de 1Cso na célula hospedeira dividido pelo valor
de ICso do parasita. Os quadruplicados foram executados na mesma placa, e 0s experimentos

foram repetidos pelo menos uma vez.

4.10.3 Determinacao de atividade para Dengue virus sorotipo 2 e Zika virus

Para os ensaios de atividade antiviral contra Dengue virus sorotipo 2 (DENV-2) e o

Zika virus (ZIKV), monocamadas de células (BHK-21) e Vero, foram crescidas em placas de
96 pocos de fundo chato utilizandoo meio Eagle modificado por Dulbecco suplementado com
5% de SFB (soro fetal bovino), 100 U mL™ de penicilina, 100 pg / mL de estreptomicina e
0,25 pg / mL de anfotericina B (todos Gibco, Thermo Sci, EUA) foram expostos a diferentes
concentracdes dos extratos fungicos por 72 h (DENV-2) ou 120 h (ZIKV) na presenca dos
virus. Os extratos a concentragdo de 20 mg mL™* e em DMSO 100% foram incluidos em
placas de 96 pogos (1 uL de cada extrato por poco). As suspensdes de virus com multiplas
infeccBes (m.o.i) de 2 para DENV-2 e para ZIKV e extratos, com uma concentracéo de 25 pg
mL, foram adicionadas simultaneamente as placas em duas repeticdes. Controle celular
(células ndo-infectadas e ndo tratadas), controle de virus (células ndo tratadas infectadas) na
presenca ou ndo de DMSO e controle positivo (células infectadas tratadas com 200 Ul mL™*
interferdo alfa 2b [INREC]) foram executadas em paralelo durante cada experimento. A
atividade antiviral foi avaliada pelo sistema de classificacdo do efeito citopatico peculiar
(CPE) causado por DENV-2 ou ZIKV observado por microscopia Optica seguido de ensaio
colorimétrico utilizando 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT) (Sigma
Aldrich-USA) (Mosmann, 1983). Os resultados sdo expressos como a porcentagem de
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inibicdo viral em relacdo aos controles virais sem extratos. Todos 0s ensaios antivirais foram

repetidos pelo menos trés vezes.

4.10.4 Determinacdo de atividade herbicida

A determinacdo da atividade herbicida foi realizada de acordo com Ferreira et al.
(2017) com modificacdes. A atividade herbicida € determinada utilizando-se sementes de
alface crespa (Lactuca sativa) como modelo para dicotiledoneas e sementes de cebolinha
(Allium schoenoprasum) como modelo para monocotiledoneas. Para a realizacdo dos ensaios,
todas as sementes foram desinfestadas superficialmente em alcool 70% (1 minuto),
hipoclorito de sédio a 2-2,5% (7 minutos e meio). Posteriormente lavadas em &gua deionizada
autoclavada por quatro vezes e secas ao ar em um ambiente esterilizado. Os bioensaios foram
realizados em duplicata em placas de poliestireno de 24 pocos esterilizadas (TPP 92024). Um
disco de papel de filtro qualitativo (50 X 50, 80g), foi colocado em cada poco a ser utilizado.
Aos pocos controle foram adicionados 400 puL de agua deionizada autoclavada. Para
avaliacdo de toxicidade do solvente utilizado na solubilizagdo dos extratos foi realizado o
controle de solvente. Para tanto, foi adicionado ao poco 360 uL de agua e 40 ulL de acetona
P.A. Aos pogos testes foram adicionados 360 uL de agua e 40 pL da dilui¢do da amostra na
concentragao de 1 mg mL?. Toda a preparagdo da placa foi realizada em um ambiente
esterelizado para diminuir as chances de qualquer possivel contaminacdo. Posteriormente,
cinco sementes de cada vegetal teste foram adicionadas a cada pogo. As placas foram
tampadas e seladas com parafilme. As placas foram incubadas em BOD sob condic¢des de luz
continua (120,1 umol s* m?) a 26 °C por 14 dias. Apds este periodo, uma estimativa
qualitativa de fitotoxicidade foi feita atribuindo-se uma classificacdo de 0 para onde ndo
ocorreu nenhum efeito de inibicdo da germinacao (as plantas dos poc¢os teste encontraram-se
idénticas as plantas controle), 2 para menos de 50% de inibicdo da germinacdo, 3 para cerca
de 50% de inibicdo de germinag&o, 4 para mais de 50% de inibig&o de germinacédo e 5 para
ndo germinacao das sementes. O Glifosato foi utilizado como controle positivo de inibigéo da

germinacao.
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5 RESULTADOS

5.1 Coleta, isolamento, identificacdo e diversidade de fungos

Foram isolados e identificados 218 fungos (Tabela 3; Figuras 4, 5, 6 7, 8). Desses, 203
fungos foram fungos filamentosos e 15 leveduras (Figura 3) pertencentes aos filos
Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota. Os géneros Mortierella, Antarctomyces e
Penicillium foram os que alcangaram as maiores densidades em UFC g. Pseudogymnoascus
destructans, P. verrucosus, Penicillium tardochrysogenum, Goffeauzyma gilvescens e

Mortierella sp. foram as espécies mais abundantes.

m Nelson ®Pinguin ® Fungos filamentosos
mRei George M Robert m Leveduras

7%

(a) (b)

Figura 3. (a) percentual de isolados por ilha e (b) percentual de fungos filamentosos e
leveduras.
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Tabela 3. Fungos obtidos a partir dos solos da Antartica e identificados por meio da comparacao de suas sequéncias utilizando o programa BLASTn e
0 banco de dados do NCBI GenBank

n Densidade Resultado Top BLAST (nimero de acesso no Cobertura Identidade N°deb Espécie ou grupo
Ilha/Regido (UFC gh UFMGCB* P GenBénk) (%) (%) analisadgs taxoﬁ@mico p?rop%sto
Nelson/Rip Point 100 10163 Mortierella antarctica (NR111580)° 98 100 531 M. antarctica

300 10364 Mortierella parvispora (NR077185)" 98 95 625 Mortierella sp.
Penicillium tardochrysogenum (NR138308)° 100 100 475

150 10363 Penicillium chrysogenum (AY495981)° 100 98 477 P. chrysogenum
Penicillium chrysogenum (JF909937)¢ 97 99 990

300 10164 Preussia flanaganii (NRO77168)" 100 99 422 P. flanaganii

206.83 10378 Pseudogymnoascus destructans (NR111838)° 100 99 441 P. cf. destructans

140 11125 Mrakia frigida (NG042346)¢ 100 100 440 M. frigida

Saccharomyces uvarum (LT594195)¢ 99 98 708 .
183.25 11122 Saccharomzces cerevisiage (KC8810)67)b 85 99 689 S. cerevisiae
300 11133 Vishniacozyma victoriae (AF363647)¢ 100 100 426 V. victoriae
300 11126 Phenoliferia glacialis (EF151258)¢ 100 99 416 P. glacialis
. Pseudogymnoascus destructans (NR1118381)°
Eg:nctaeorge/Yellow 167.24 10226 Pseudogzmnoascus VErrucosus ( : ié gg igg P. cf. destructans

(XM018269756)°

150 10278 Geomyces pannorum (DQ117444)° 100 99 431 P. pannorum

100 10271 Glarea lozoyensis (NR137138)° 71 89 651 Glarea sp.

200 10493 Gyoerffyella tricapillata (KC834059)° 100 93 529 Gyoerffyella sp.

100 10254 Mortierella amoeboidea (NR111579)° 99 99 553 M. amoeboidea

400 10281 Mortierella parvispora (NR077185)° 99 99 583 M. parvispora

100 10323 Mucor aligarensis (NR103634)° 96 86 593 Mucor sp.
Penicillium chrysogenum (AY495981)° 100 98 451

250 10240 Penicillium chrysogenum (NR111815)¢ 100 98 451 P. chrysogenum
Penicillium chrysogenum (JF909937)¢ 100 99 965
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Pinguim/Solo Vermelho 200 10297 Antarctomyces pellizariae (KX576510)° 100 100 406 A. pellizariae

Pseudogymnoascus destructans (NR111838)°

300 10171 Pseudogymnoascus verrucosus Zg 3; jég P. cf. destructans
(XM018269756)°
100 10296 Mortierella parvispora (NR077185)P 99 94 614 Mortierella sp.
Penicillium tardochrysogenum (NR138308) 100 100 458
Pinguim/Solo Preto 116.66 10193 Penicillium chrysogenum (AY495981)° 100 98 454 P. chrysogenum
Penicillium chrysogenum (AY495981)¢ 97 99 1008
100 10197 Z\Sl‘;”f;%%‘fasc”s appendiculatus 100 99 374 P.appendiculatus
165.38 10326 Pseudogymnoascus destructans (NR111838)° 96 98 548 P. cf. destructans
100 10192 Pseudogymnoascus verrucosus (KJ755525)° 100 99 408 P. verrucosus
Robert/Coppermine 175 10311 Antarctomyces pellizariae (KX576510)" 100 100 479 A pellizariae
987.5 10188 Pseudogymnoascus destructans (NR111838)° 94 97 503 P. cf. destructans
229.83 10320 Geomyces destructans (EV884921)P 100 99 481 G. destructans
400 10160 Goffeauzyma gilvescens (KY107769)¢ 100 100 427 G. gilvescens
433.33 10292 Mortierella amoeboidea (NR111579)° 100 99 544 M. amoeboidea
400 10313 Mortierella antarctica (NR111580)° 98 100 528 M. antarctica
850 10336 Mortierella elongatula (NR111582)° 93 95 628 Mortierella sp.
100 10325 Mortierella parvispora (NR077185)P 100 95 601 Mortierella sp.
Penicillium rubens (NR111815)° 100 100 471
350 10210 Penicillium chrysogenum (AY495981)¢ 100 98 450 P. chrysogenum
Penicillium chrysogenum (JF909937)¢ 100 99 967
750 10198 Pseudogymnoascus verrucosus (KJ755525)° 99 99 418 P. verrucosus
100 10161 Rhodotorula mucilaginosa (KY109056)¢ 100 100 448 R. mucilaginosa

UFMGCB = Colecdo de micro-organismos e células da Universidade Federal de Minas Gerais. Taxon sujeito a analise filogenética baseada no
sequenciamento da regido °ITS, °B-tubulina, 9Polimerase Il e ®*D1/D2 regides da subunidade maior do gene do rRNA. "Posicio taxondmica sugerida

pelas andlises filogenéticas de acordo com PITS, °B-tubulina “Polimerase 11 e/ou °D1/D2 sequéncias depositadas no GenBank.
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Figura 4. Analise filogenética das sequéncias de fungos (em negrito) a partir de amostras de solo da Peninsula Antartica em comparacdo com as
sequéncias tipo das espécies mais proximas apos a analise no BLASTN, depositadas na base de dados GenBank. As arvores (a — f) foram construidas
com base nas sequéncias da regido ITS por meio do pardmetro composto maximo de Likelihood. As sequéncias de Mucor circinelloides (NR126116) e

Aspergillus glaucus (AY373887) foram utilizadas como out group (OG).
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Figura 5. Analise filogenética das sequéncias de fungos (em negrito) a partir de amostras de solo da Peninsula Antartica em comparagdo com as
sequéncias tipo das espécies mais proximas apos a analise no BLASTN, depositadas na base de dados GenBank. As arvores (g — i) foram construidas
com base nas sequéncias da regido ITS por meio do parametro composto maximo de Likelihood. As sequéncias de Mucor circinelloides (NR126116) e
Aspergillus glaucus (AY373887) foram utilizadas como out group (OG).
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Figura 6. Analise filogenética das sequéncias de fungos (em negrito) a partir de amostras de solo da Peninsula Antartica em comparacdo com as
sequéncias de tipo das espécies mais proximas apos analise BLAST, depositadas no banco de dados GenBank. As arvores (a — f) foram construidas
com base na regido D1/D2 por meio do parametro composto maximo de Likelihood. A sequéncia de Kluyveromyces lactis (AY497689) foi usada como
out group (OG).
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Figura 7. Andlise filogenética das sequéncias de fungos (em negrito) a partir de amostras de
solo da Peninsula Antéartica em comparacdo com as sequéncias de tipo das espécies mais
préximas apos andlise BLAST, depositadas no banco de dados GenBank. A arvore foi
construida com base nos fragmentos génicos do gene da B-tubulina por meio do parametro
composto maximo de Likelihood. A sequéncia de Mucor circinelloides (KT207682) é usada

como out group (OG).

UFMGCB 10193RPE (Contig)
UFMGCB 10363RPE (Contig)

Penicillium tardocliysogenumDTO 14080 (TXH006634)
Penicillivm flavigemom CBS 41989 (JFR09030)

3 Penicillium mononematosum CBS 17287 (JFF09933)
EB‘ FPenicillium confertum CBS 171.87 (JE309934)
Fenicillium ghveyrrhizacolaG4432 (KF021534)

0.05

Mucor irregularis CBS 100164 (TX97628000G

Figura 8. Andlise filogenética das sequéncias de fungos (em negrito) a partir de amostras de
solo da Peninsula Antartica em comparacdo com as sequéncias de tipo das espécies mais
proximas apds analise BLAST, depositadas no banco de dados GenBank. A arvore foi
construida com base nas sequéncias do fragmento génico da RNA polimerase Il por meio do
parametro composto maximo de Likelihood. A sequéncia de Mucor irregularis (JX976280) é

usada como out group (OG).
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5.2 Analises quimicas do solo

O resultado da composi¢do quimica do complexo sortivo é apresentado na Tabela 3.
De maneira geral, os solos amostrados sdo jovens e refletem as condi¢des de baixo grau de
intemperismo da Antartica. Todas as amostras apresentaram pH variando de neutro a alcalino.
O solo localizado no Yellow Point apresentou o menor valor de pH (5,9), justificado pelo fato
de que sua génese estd associada a oxidacdo de sulfetos. Esse processo j& foi descrito em
outras areas da Peninsula Antartica (Souza et al., 2014) e Antartica Maritima (Simas et al.,
2007; Lopes et al., 2017) sendo sempre reportado como um dos processos responsaveis por

formar os solos mais desenvolvidos da Antartica, conhecidos como solos sulfatados.

Outro destaque revelado pelas anélises quimicas é a pouca influéncia ornitogénica nos
solos estudados. Em muitas areas da Antértica, a intensa colonizacdo por aves faz com que
ocorra a interagdo dos excrementos dessas e 0s substratos (rochas e sedimentos). A
decomposicdo da matéria organica destes excrementos também cria condicdes de acidez
(processo de nitrificacdo — processo quimico-bioldgico de formacdo de nitrito no solo), que
permite intensificar o intemperismo quimico das rochas e incorporar ao solo diversos
elementos quimicos contidos no guano (fezes de aves). Esse processo gera 0s solos
ornitogénicos, que junto com os solos sulfatados, representam a maxima expressdo da
pedogénese nas condicdes Antarticas. A acumulacdo de P (fésforo) cria verdadeiros
reservatorios de nutrientes e o processo associado é conhecido como fosfatizacdo.
Pioneiramente estudada na Antartica por Syroyetschkovskiy em 1959 (Tatur, 1989) a
fosfatizacdo é considerada hoje um importante processo na geracao de condicGes favoraveis a
colonizacdo biologica, na medida em que proporciona reservatorios de nutrientes para micro-
organismos e a vegetacdo. Como os teores de P sdo extremamente alto nos solos
ornitogénicos, tal como revelado por Tatur et al. (1984); Oliveira (2008); Tatur e Barczuk,
(1985); Tatur (1989); Myrcha e Tatur (1985) e Pereira et al. (2013), entre outros, e
considerando o limite minimo de 500 mg/dm?® proposto por Simas et al. (2007) para a
classificacdo como ornitogénicos, percebe-se que as amostras superficiais dos solos estudados
ndo revelaram uma participacdo ativa da avifauna, motivo pelo qual se entende que o
contetdo de P pode estar relacionada a uma fosfatizacdo incipiente (poucos ou esporadicos

ninhais nas areas de coleta) ou do préprio material de origem dos solos.

Por fim, as analises revelam um alto conteudo de Na (sédio) no complexo sortivo, com

valores que chagam quase 400 cmolc/dm®. Ainda que as rochas que constituem os solos
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estudados possam conter minerais que possuem Na em sua composicdo, esses valores
parecem estar mais relacionados a interferéncia de sprays salinos. E comum no ambiente
Antértico que a forte incidéncia de vento associada a alta salinidade das areas oceénicas
resulte na dispersao de sdédio e consequente enriquecimento absolutos dos solos da Antartica
Marinha (Francelino et al., 2011).

Os indices de diversidade mostraram que as comunidades de fungos s&o
moderadamente diversas, ricas e com dominio de alguns tdxons (Tabela 4). O solo da llha
Nelson foi 0 mais rico e diverso, em contraste com a comunidade da Ilha Pinguim, o qual
apresentou os menores valores. O indice de similaridade de Sorensen (Figura 9) mostra a
distribuicdo das comunidades de fungos nas diferentes ilhas. A comunidade de fungos da Ilha
Pinguim Vermelho e llha Robert sdo as mais proximas, ja a llha Rei George registrou as
espécies mais diferentes. Somente a espécie de P. destructans ocorreu em todos os solos de

todas as ilhas amostradas.

Tabela 4. Parametros fisico-quimicos e diversidade do conjunto de fungos em solos de
diferentes ilhas antarticas.

Solos da ilhas antéarticas

Analises fisico-
quimicas /Indicesde  Rei George Pinguim V¢ Pinguim P¢ Nelson Robert

diversidade

pH? 5,47 6,47 6,64 7,34 6,77
Fosforo® 125,3 95,4 21,85 71,15 174
Potassio® 110 14,5 63 76 2505
Sédio® 200,1 65,2 180,4 393 321,95
Calcio® 17,09 0,45 0,8 43,33 10,38
Magnésio® 8,92 0,085 0,45 5,88 28,34
Aluminio® 1,3 0 0 0 0
NUmero de Taxons 9 3 4 12 13
Fisher a 1.24 0,41 0,6 163 157
Margalef 1,07 0,31 0.5 14 1,37
Simpson 0.86 0,61 0,7 0.9 0.88

aH em agua; Pextraido com Melich-1 em mg dm*?; ‘troca de cations em cmole dm*™*:;
dPinguim V = solo vermelho; Pinguim P = solo preto.
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PinguimP  Nelson Robert Pingnim V  Rei George
0,96
0,88

0,87

0 0.6 1,2 1,8 2.4 3 3,6 4,2 4,8 5.4 6

Figura 9. Dendrograma mostrando a similaridade de Sorensen entre as
comunidades de fungos obtidas dos solos das diferentes ilhas da Peninsula
Antartica. Pinguim P = solo preto; Pinguim V = solo vermelho.

5.3 Ensaios leishmanicida, tripanossomicida, antiviral e herbicida

Um total de 218 extratos fora avaliados no painel de ensaios biolégicos. Ndo houve
atividade significativa contra L. amazonensis, Dengue soroto tipo 2 e Zika virus. Entretanto,
sete isolados se destacaram (cinco P. destructans, um M. parvispora e um P. chrysogenum) e
foram capazes de inibir seletivamente as formas amastigotas intracelulares de T. cruzi com
valores percentuais proximos ao da droga controle. O melhor resultado foi para o extrato de P.
chrysogenum UFMGCB 10240, o qual apresentou o maior indice de seletividade (menor

toxicidade para as células de mamiferos) e a melhor 1Cso frente ao parasito (Tabela 5).

Dezoito apresentaram atividade herbicida (Tabela 6), dos quais sete isolados (cinco P.
destructans e dois P. tardochrysogenum) apresentaram os resultados mais siginificativos,
quanto a inibicdo das sementes de A. schoenoprasum. Frente a L. sativa os resultados mais

significativos foram de um extrato de P. destructans e um de Mortierella sp..
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Tabela 5. Atividades bioldgicas dos extratos obtidos das espécies de fungos isoladas do solo da Antéartica.

_ % Atividade .. . .
Espécies UFMGCB? o Atividade antiparasitaria
antiviral
Zika % redugéo ICsocélula  Indice de % morte L.
DENV-2° ~ 1Cs(mg mL)® o _
virusf de T. cruzi L929¢ Seletividade® amazonensis
Mortierella sp. 10364 4+3 0+9 59,9+ 3 23+9 30+14 1,3 33+1
Penicillium chrysogenum 10240 6+1 0+5 66 + 10 10,1+6,2 90 + 14 55 50 +2
Pseudogymnoascus
10169 10+3 05 69,5+ 13 20,6 +13,2 90+ 14 2,7 12+3
destructans
P. destructans 10453 8+ +3 735+7 15,3+5,1 70 + 42 2 685+1
P. destructans 10312 +3 +3 781+1 20+ 10,7 45+ 7 1,4 37+1
P. destructans 10185 6+10 02 61,6 £2 23142 >100 >3,5 24+5
P. destructans 10387 +7 0+0,6 63,4+6 345 +£34,2 90+14 1,4 1+1
Controles anfoterecina B - - - - - - 76
benznidazol - - 82 1 625 625 -
IFNA o 2b 301 35+3,6 - - - - -

3UFMGCB = Colec¢do de micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais; "Resultado expresso pela concentracdo em que 0

extrato é capaz de produzir 50% de sua resposta maxima (ECso) a 1,18 ug de extrato mL™* Dengue virus sorotipo 2 em células BHK-21, teste MTT;

°Concentracéo do extrato que inibe 50% do crescimento de Trypanosoma cruzi; %50% da viabilidade celular (L929). ¢ICso célula L929/ICs, parasito;

fEnsaio MTT, em Células Vero.
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Tabela 6. Atividade herbicida dos extratos obtidos das espécies de fungos isoladas do solo da

Antartica.

Espécies

UFMGCB?

Atividade herbicida

A. schoenoprasum

Monocotiledoneas

L. sativa

Dicotileddneas

Mortierella sp.
Mortierella sp.
Pseudogymanoascus sp.

Pseudogymnoascus destructans

P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.

Penicillium tardochrysogenum

P. tardochrysogenum

destructans
destructans
destructans
destructans
destructans
destructans
destructans
destructans
destructans
destructans
destructans

destructans

Controle

10316
10351
10344
10312
10238
10263
10268
10286
10294
10310
10339
10342
10356
10378
10441
10454
10379
10498

Glifosato

320

0+0
30
30
2%+0,5
4+0,5
4+1
4+0

2+0
4+0
30
1+1
1+1
1+0
30
30
2+1

1+05

30

4+05

30
2+1
0+0
30

2+0,5

0+0
5%0

aestimativa de fitotoxicidade usando uma escala de classificagdo de 0-5, onde 0 = sem efeito e
5 = sem crescimento ou sem germinacdo das sementes. Alvos: L. sativa = Lactuca sativa

(alface crespa), A. schoenoprasum = Allium schoenoprasum (cebolinha verde).

35



6 DISCUSSAO
6.1 Diversidade

Apesar das condigdes extremas, 0s solos antarticos abrigam diferentes géneros de
fungos, dentro os quais Pseudogymnoascus, Mortierella e Penicillium foram os mais
recorrentes. Entre as espécies destes géneros, P. destructans apresentou as maiores densidades
e ampla distribuicdo geogréfica nas ilhas amostras; seguido de P. tardochrysogenum e M.

elongulata.

Pseudogymnoascus (Geomyces) inclui espécies que ocorrem nos solos do Artico,
Alpes, regides temperada e da Antartica (Mercantini et al., 1989; Onofri, 1999). Espécies de
Pseudogymnoascus parecem ter a capacidade de colonizar e utilizar diferentes fontes de
carbono e sdo abundantes em ecossistemas com temperaturas mais baixas (Arenz, 2011).
Pseudogymnoascus ja foram obtidas de diferentes substratos na Antartica como solos
(Mercantini et al., 1989; Arenz, 2011), musgos (Tosi, 2002), como endofiticos de C. quitensis
(Rosa et al., 2010), associados a macroalgas (Loque et al., 2010; Furbino et al., 2014), em
agua de lagos (Gongalves et al., 2012) e na liquenosfera (Santiago et al., 2015). Entre as
espécies de Pseudogymnoascus, P. destructans € o mais conhecido, pois representa um fungo
psicrofilico patogénico capaz de reduzir a populacdo de morcegos por meio da sindrome do
nariz-branco [white nose syndrome (WNS)] em regibes temperadas da América do Norte e
Europa (Lorch et al., 2011). De acordo com Langwig et al. (2015), durante a hibernagéo o
sistema imunoldgico dos morcegos diminui tornando-os vulneraveis a infeccdo por P.
destructans. No que se refere aos isolados antarticos de P. destructans, até 0 momento ndo ha

nenhuma informacao sobre ao seu potencial virulento frente aos animais da regido.

O segundo género mais abundante encontrado nos solos antarticos foi Penicilium, o
qual € ubiquo e presente em diferentes substratos e ambientes (Arenz, et al., 2006; Godinho et
al., 2015). Na Antartica as espécies de Penicillium ja foram descritas em solos com presenca
de plantas, solos ornitogénicos (Mcrae et al., 1999), permafrost (Zucconi et al., 2012) e
associadas a macroalgas (Godinho et al., 2013). Entre estas espécies, P. tardochrysogenum é
considerado endémico da Antartica e até o0 momento ja foi isolado do solo dos vales secos de
McMurdo (Houbraken et al., 2012) e em solos continentais oligotréficos (Godinho et al.,
2015).
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De acordo com Kirk et al. (2008), Mortierella possui 85 espécies e ocorre em
diferentes tipos de solo e algumas ocorrem em ambientes com baixas temperaturas (Sogonov
et al., 2004). Na Antartica, espécies de Mortierella foram isoladas de musgos (Tosi, 2002;
Melo et al., 2014), liquens (Santiago et al., 2015), solos (Bridge e Newsham, 2009), agua de
lagos (Goncalves et al., 2012), associados a macroalgas (Godinho et al., 2013) e rizosfera de
D. antartica (Gongalves et al., 2015). Entre as espécies de Mortierella que foram isoladas
neste estudo, apenas a espécie Mortierella antartica é considerada como endémica da
Antartica. Mortierella antarctica ja foi isolada a partir de amostras de solo (Adams et al.,
2006; (Frate e Carreta, 1990; Zucconi et al., 1996) e musgos (Tosi, 2002) na Antartica, essa
espécie, assim como outras do género Mortierella, possuem capacidade de biotransformacéo
e/ou acumulacdo de &cidos graxos insaturados, podendo ser utlizadas em aplicacGes
biotecnologicas (Wagner et al., 2013). De acordo com Onofri et al. (2004), M. Antarctica
possui capacidade de producdo de &cidos importantes para seu desenvolvimento a baixas
temperaturas (acido linoleico e &cido araquiddnico), sendo capaz de crescer e esporular a 0 °C.
Segundo Maggi et al. (2013), a auséncia ou presenca dos &cidos citados anteriormente,

ajudam na identificacdo das espécies de Mortierella que ja foram relatadas.

Gyoerffyella inclui espécies de fungos aquaticos (Kirk et al., 2008). Na Antarica, ja foi
isolado de C. Quitensis (Santiago et al., 2016), agua de lagos (Gongalves et al., 2012) e
associado a musgos (YU et al., 2013) . Nas analises filogenéticas a sequéncia de Gyoerffyella
sp. UFMGCB 10493 agrupou com as sequéncias de G. entomobryoides e Gyoerffyella
tricapillata, as quais sdo descritas como patdgenos de plantas (Borema e Von Arx, 1964) e
hifomicetos aquéticos (Baschien et al., 2013). Gyoerffyella sp. UFMGCB 10493 obtido do
solo antartico pode ter um papel importante em processos de decomposi¢cdo no ambiente

terrestre e aquatico da Antartica.

Algumas espécies de Vishniacozyma (anteriormente reportadas como Cryptococcus)
ocorrem em diferentes substratos na Antartica (Vishniac, 2017) como em solos de
pinguineiras, solos normais, sedimentos e agua de lagos, rizosfera de D. antarctica (Vaz et
al., 2011), macroalgas (Furbino et al., 2014), liquens (Santiago et al., 2015) e endofiticos de
D. antarctica e C. quitensis (Santiago et al., 2016). Espécies de Mrakia sdo relatadas como
leveduras adaptadas ao frio obtidas de substratos de ambientes extremos como no Artico
(Pathan et al., 2010; Singh e Singh, 2012), Alpes (Thomas-Hall et al., 2010) e Patagbnia (De

Garcia et al., 2007). Na Antartica, Mrakia ocorre em solos e sedimentos de lagos (Di Menna,
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1966; Tsuji et al., 2013; Tsuji, 2016). Phenoliferia possui quatro especies e também ocorre
em ambientes extremos (Wang et al., 2016). Phenoliferia glacialis (Rhodoturula glacialis) é
uma levedura psicrofilica oleaginosa originalmente isolada de geleiras na Austria (Margesin
et al., 2007; Amaretti et al., 2010). Na Antartica, P. glacialis ja& foi obtida de sedimento
marinho na peninsula da Antartica (Vaz et al., 2011). Ja R. mucilaginosa é uma espécie
ubiqua presente em diferentes habitats e substratos, incluindo ambientes frios e extremos
(Alves, 2017). Na Antartica, R. mucilaginosa ja foi isolada de substratos terrestres e marinhos
(Godinho et al., 2013; Vaz et al., 2011).

Isolados da levedura S. cerevisiae foram obtidos de amostras de solo em Rip Point,
Ilha Nelson. Saccharomyces cerevisiae ¢ uma levedura com propriedades fermentativas e
capacidade criotolerante. Ja foi isolada de carvalhos (Fagaceae) na floresta Patagdnica (Flores
et al., 2017; Libkind, 2011) e de cascas de Araucaria araucana (Rodriguez et al., 2017). No

entanto, até 0 momento, ndo ha relato sobre a ocorréncia de S. cerevisiae na Antartica.

6.1.1 Bioprospeccao

Cinco isolados de P. destructans forneceram extratos com atividade seletiva contra T.
cruzi com baixos danos as células normais. Além disso, os extratos de P. destructans se
mostraram herbicidas; alguns com valores iguais ao controle utilizado. Taxons de
Pseudogymnoascus foram relatados com substancias bioativas. (Li et al., 2008) isolaram as
geomicinas B e C, que apresentaram atividades antiflngicas e antibacterianas contra
Aspergillus fumigatus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Streptococcus pneumoniae.
(Zhang et al., 2013) relataram que Pseudogymnoascus possui atividade antimicrobiana e
antifangica. Furbino et al. (2014) relataram duas espécies de Pseudogymnoascus associadas
com macroalgas antarticas capazes de produzir atividade antifungica contra Candida albicans

e Cladosporium sphaerospermum.

Brunati et al. (2009) relataram que algumas espécies de Penicillium obtidas de lagos
da Antéartica sdo capazes de produzir substancias citotdxicas e antimicrobianas; entre elas P.
chrysogenum foi capaz de inibir S. aureus, Enterococcus faecium e E. coli. Algumas espécies
de Penicillium até hoje sdo considerados fontes de novos farmacos com atividades
antimicrobianas e antitumorais (Godinho et al., 2013, 2015). Nesse trabalho, o extrato do
isolado P. chrysogenum UFMGCB 10240 apresentou forte atividade tripanosomicida e 0s
obtidos de P. tardochrysogenum (UFMGCB 10379 e UFMGCB 10498) significativas
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atividades herbicidas. Estes resultados estdo de acordo Godinho et al. (2015) que também
verificaram atividade herbicida de espécies de Penicillium obtidos de solos ultra-oligotroficos
da regido continental da Antartica.

As espécies de Mortierella sdo conhecidas como produtoras de &cidos graxos
bioativos. Mortierella alpina obtida a partir de lagos antarticos produz altos niveis de &cidos
graxos poliinsaturados, acido y linolénico e acido araquiddnico com atividades antioxidantes e
antibacterianas (Melo et al., 2014). Mortierella parvispora é produtora de acido araquiddnico
e acido di-homo-y-linolénico (Hou, 2008). O extrato de Mortierella sp. UFMGCB 10351
também apresentou atividade herbicida. A utilizacdo de M. antarctica com caracteristicas de
desenvolvimento de novos produtos ou agregar valor a processos, ja vem sendo analisada por
diversos autores (Onofri et al., 2004; Maggi et al., 2013; Wagner et al., 2013), esses autores
trabalham principalmente no isolamento de substancias para avaliagdo da capacidade
antimicrobiana, antibacteriana e antifingica, ha ainda anélises de suplementacdo com M.
antarctica para aumento da producdo de Acido eicosapentaendico (rico em dmega 3) em
gréos, essa suplementacao estimula o aumento de &cido araquidénico, o que aumenta o valor
agregado do produto (Jacobs et al., 2009). Os resultados obtidos nesse trabalho, agregam
valor a utilizacdo de Mortierella sp. na investigacdo de atividade antiparasitaria e com fortes

caracteristicas herbicidas, sendo possivel sua utilizacdo na agricultura.
7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que os solos da Peninsula Antartica
abrigam espécies de fungos cosmopolitas adaptadas ao frio e também endémicas.
Pseudogymnoascus destructans foi a espécie mais abundante e geograficamente distribuida
nos solos amostrados. Esse resultado corrobora com anteriores obtidos, os quais relatam
isolados de P. destructans da Antartica com aqueles capazes de atacar morcegos na Ameérica
do Norte, Europa e Asia Paleértica. No entanto, serdo necessarios estudos mais aprofundados
para comparar se os isolados de P. destructans da Antartica sdo capazes de causar doengas em
morcegos ou em outros animais; estudos estes de suma importancia, pois os solos da
Peninsula Antartica podem estar sob os efeitos de alteracfes climaticas, o que pode levar a
liberacdo desses isolados para fora da Antartica.

Apesar de ser relatado como fungo patdégeno para morcegos, diferentes isolados de P.

destructans exibiram atividades seletivas com caracteristicas tripanossomicida com toxicidade
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celular moderada, alta seletividade e forte atividade herbicida. Estes dados sugerem que P.

destructans também pode representar uma fonte promissora de substancias bioativas

A deteccdo de S. cerevisiae nos solos da Antartica representa um importante achado,
pois sua distribuicdo geografica até o momento ndo incluia a Antartica. Saccharomyces
cerevisiae ja foi relatada em todos os continentes; em alguns deles com a determinacéo de seu
substrato natural e em outros ndo. Os isolados de antarticos de S. cerevisiae podem
representar fortes candidatos para utilizacdo de processos de fermentacdo em baixas
temperaturas, pois foram obtidas de uma regido constantemente fria na ilha Nelson. Contudo,
para determinacéo se S. cerevisiae ocorre naturalmente na Antartica, serdo necessarios novos
estudos de campo (re-coleta e re-isolamento em diferentes pontos da ilha Nelson e regides

préximas), taxonémicos, moleculares e fermentativos.
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