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RESUMO

A retracao frontal de geleiras é frequentemente considerada como um sinal evidente
de aquecimento global. Os solos de geleiras abrigam uma comunidade microbiana
ativa de decompositores e frente a retragdo continua do gelo, o solo passa a
representar um gradiente de fatores fisicos, quimicos e biolégicos que refletem as
mudangas regionais ao longo do tempo. A micologia antartica € uma ciéncia
relativamente recente e pouco se conhece sobre a natureza bioldgica desse grupo de
micro-organismos. O presente trabalho é parte dos projetos FAPESP 2016/07957-7,
PROANTAR/CNPq MICROSFERA e CNPq Universal (407986/2018-9) e teve como
objetivo principal conhecer a diversidade de fungos (utilizando métodos dependentes
e independentes de cultivo) de amostras de solo de recuo de duas geleiras situadas
na Peninsula Fildes (llha Rei George), bem como avaliar a estrutura da comunidade
de fungos e correlaciona-la a composi¢cdo dos solos amostrados. Os resultados
obtidos no método dependente de cultivo revelaram a diferenca na composigcéao das
comunidades fungicas ao longo do recuo da geleira Collins e a presencga de isolados
ainda nado reportados no ambiente Antartico. Foi isolado um total de 309 fungos
distribuidos em 19 géneros. Os representantes dos géneros Pseudogymnoascus e
Mortierella apresentaram alta prevaléncia e dominancia em todas as amostras. Os
dados revelaram a presengca de fungos filamentosos pertencentes ao Filo
Basidiomycota, raramente isolados na Antartica. As variagbes ambientais
demonstraram ter influenciado os géneros Pseudogymnoascus e Pseudeutorium. A
abordagem independente de cultivo (metabarcoding de DNA 1TS1) das amostras do
transecto das geleiras Collins e Baranowski, forneceu informacdes sobre a diversidade
e composigdo das comunidades fungicas desses ecossistemas. As geleiras
Baranowski e Collins apresentaram diferencas na composicdo das comunidades
fungicas, com predominancia de fungos pertencentes aos Filos Ascomycota e
Basidiomycota. A composigdo da comunidade foi espacialmente auto-correlacionada
e os resultados indicam uma certa relacdo com diferentes fatores ambientais, tais
como, Argila, Ca e Mn. Os dados obtidos pelo método independente de cultivo
possibilitaram acessar uma maior diversidade de fungos quando comparado com o
método baseado em cultivo utilizado para avaliar as amostras de solos da geleira
Collins. Contudo, os dois métodos revelaram a predominancia do Filo Ascomycota no

ambiente. No método dependente de cultivo o género Pseudogymnoascus foi o mais



abundante, corroborando os resultados de outros estudos onde este género se
apresenta como predominante em amostras marinhas e terrestres da Antartica. Porém,
no método independente de cultivo representantes do género Pseudogymnoascus nao
foram os prevalentes nas amostras de solo estudadas. Esta abordagem revelou um
total de 190 géneros nas amostras de solos do recuo da geleira Collins e Baranowski.
Os géneros Verrucaria, Mortierella e Peniophora apresentaram alta abundancia e
prevaléncia em todas as amostras. Os resultados gerados nesse trabalho contribuem
para a elucidacdo de lacunas no meio cientifico, trazendo inovacao, conhecimento e

dados que podem ser futuramente explorados em ambito ecolégico biotecnoldgico.

Palavras-chave: Fungos Antartico, Recuo de geleira; Ecologia Microbiana;

Diversidade Fungica



ABSTRACT

Glacial retreat is often considered a clear sign of global warming. Glacier soils harbor
an active microbial community of decomposers, and under the continuous retraction of
glaciers, the soil starts to represent a gradient of physical, chemical, and biological
factors that reflect local changes over time. Antarctic mycology is a relatively recent
science and little is known about the biological nature of fungi in this environment. The
present work is part of three projects (FAPESP 2016/07957-7, PROANTAR/CNPq
MICROSFERA and CNPq Universal (407986/2018-9)) and it aimed at assessing the
diversity of fungi (by the use of culture-dependent and -independent methods) from
samples of glacier soil collected after glacial retreat of Collins and Baranowski glaciers
(Fildes Peninsula, King George Island). Moreover, it also aimed at evaluating the
structure of the fungal community and correlating it to the composition of the sampled
soils.The results obtained using the culture-dependent approach revealed a difference
in the composition of fungal communities along the retreat of Collins glacier. They also
showed the presence of isolates that have not been reported in Antarctica yet. A total
of 309 fungi distributed in 19 genera were obtained. Representatives of the genera
Pseudogymnoascus and Mortierella were the most abundant in all samples. The data
revealed the presence of filamentous fungi belonging to the phylum Basidiomycota,
rarely found in Antarctica. Environmental variations proved to have influenced the
genera Pseudogymnoascus and Pseudeutorium. The culture-independent approach
(ITS1 DNA metabarcoding) of the samples from the transect of Collins and Baranowski
glaciers provided information on the diversity and composition of fungal communities
in those ecosystems. Collins and Baranowski glaciers showed differences in the
composition of their fungal communities, with the predominance of fungi belonging to
the phyla Ascomycota and Basidiomycota. The composition of the community was
spatially auto-correlated and the results indicate a certain relation with different
environmental factors, such as, clay, Ca and Mn. The data obtained by the culture-
independent approach revealed a higher diversity of fungi in the samples form Collins
glacier when compared to the culture-dependent one. Nevertheless, both approaches
revealed a predominance of the phylum Ascomycota in the environment. The genus
Pseudogymnoascus was the most abundant genus retrieved by the culture-dependent
method, which confirms the results of other studies in which Pseudogymnoascus
isolates were found to be predominant in terrestrial and marine Antarctic samples.

Nonetheless, representatives of that genus were not found to be prevalent in the soil



samples when the culture-independent method was applied. This approach revealed
a total of 190 fungi genera from all soil samples from Collins and Baranowski glaciers.
The genera Verrucaria, Mortierella and Peniophora were highly abundant and
prevalent in all samples. The results obtained in this work contribute to the elucidation
of gaps in the scientific knowledge and bring innovation and data that can be explored

in the future in the ecological and biotechnological areas.

Key words: Antarctic fungi; Glacier retreat; Microbial Ecology; Fungal Diversity
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1. INTRODUGAO

A Antartica € um dos ambientes terrestres fisicamente e quimicamente mais
extremos. O continente Antartico e as ilhas subantarticas s&o consideradas as ultimas
areas selvagens remanescentes do planeta. Essas areas remotas permanecem, em
grande parte, livres de impactos antropogénicos diretos, como superpopulagao e
superexploragao de ecossistemas nativos (MITTERMEIER et al., 2003), embora néo
sejam imunes a processos antropogénicos globais mais amplos, como mudangas
climaticas e poluigdo de longo alcance (BARGAGLI, 2006; TURNER et al., 2009).

Atualmente, a Antartica permanece coberta por mantas de gelo continentais,
apresentando cerca de 0,2% de sua area total livre de gelo (BURTON-JOHNSON et
al., 2016), essa proporgéo é um pouco maior na regido da Peninsula Antartica (~ 3%)
(LEE et al., 2017). A Peninsula Antartica representa uma massa de gelo pequena e
esta localizada proxima do ponto de fusao sob pressao, respondendo rapidamente as
mudancas climéaticas. E considerada umas das areas de aquecimento mais rapido do
planeta e sofre os maiores impactos com as mudangas climaticas globais (TURNER
et al., 2009; DE MENEZES et al., 2020).

Nas ultimas décadas, o recuo das geleiras nas regides da Peninsula Antartica
e sub-Antartica tem apresentado uma crescente aceleragdo devido as mudancgas
climaticas (COOK, 2005; GORDON et al., 2008; KONRAD et al., 2018). O recuo de
geleiras mesmo possuindo idade diferente, pode apresentar uma histéria bidtica e
abidtica semelhante, fornecendo um sistema experimental ideal para estudar
mecanismos de processos de estabelecimento de comunidades através do tempo e
do espagco (BROWN; JUMPPONEN, 2014; DINI-ANDREOTE et al., 2015;
FREEDMAN; ZAK, 2015).

A medida que as geleiras recuam, o solo recém exposto pelo descongelamento
é afetado por uma sequéncia de processos que levam a sua formagao, que é
influenciada principalmente por plantas pioneiras, micro-organismos e animais
marinhos (JENNY, 1946; SIMAS et al., 2008; THOMAZINI et al., 2015). Os micro-
organismos possuem um papel crucial no desenvolvimento do solo, na ciclagem
biogeoquimica e facilitam a colonizagado por plantas durante a sucessao primaria
(FIERER et al., 2010 ). Apesar de sua importancia, a dindmica primaria de sucessao
das comunidades microbianas e seus processos de colonizagcao permanecem pouco
compreendidos (BRADLEY et al.,, 2014; BROWN; JUMPPONEN, 2014). Como a

colonizacéo por plantas € muito mais lenta do que a por micro-organismos ao longo
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do recuo de uma geleira (SCHMIDT et al., 2014), o entendimento dos fundamentos
da dindmica sucessional microbiana esta se tornando cada vez mais importante. O
desenvolvimento do solo ao longo de cronosequéncias glaciais tem sido
correlacionado com a sucessao primaria de micro-organismos do solo (SIGLER et al.,
2002).

Os fungos sao considerados um dos primeiros colonizadores do solo e
possuem papel crucial na formacao de solo fértil que sustentara o crescimento e o
desenvolvimento de uma comunidade vegetal (FIERER et al., 2010; BRADLEY et
al., 2014 ). Dada a taxa sem precedentes do aumento dos recuos de geleiras
induzidas por mudancga climaticas (STOCKER et al., 2013) é necessario entender
como a composi¢ao da comunidade fungica responde a esses ambientes. Visto que
possivelmente muitas espécies poderao ser extintas antes de serem descobertas, a
coleta de espécimes e o compartilhamento aberto desses recursos s&o necessarios
(COSTELLO etal., 2013; MONASTERSKY, 2014). O estudo da biodiversidade do solo
de recuo de geleira se mostra importante para que as futuras alteragdes decorrentes
do descongelamento possam ser monitoradas (WALTER et al., 2006).

No entanto, se tratando de estudos de ecologia microbiana, um dos pontos
limitantes da microbiologia classica é o isolamento dos micro-organismos, uma vez
que nao se conhece um meio de cultura universal contendo todos os fatores
requeridos pela maioria dos micro-organismos existentes no ambiente
(HANDELSMAN, 2004). Com isso, o conhecimento sobre a diversidade de micro-
organismos, principalmente de ambientes extremos, torna-se limitado.

Entretanto, com o avango da microbiologia, genética e biologia molecular,
sugiram novas técnicas capazes de acessar a diversidade e estudar a ecologia
microbiana. O sequenciamento de alto rendimento (HTS), particularmente o
metabarcoding ambiental, vem fornecendo novas oportunidades para analisar
grandes numeros de amostras com baixo custo (CAPORASO et al. 2012),
possibilitando a exploracdo mais precisa da biodiversidade e da composi¢cao da
comunidade microbiana (BUEE et al., 2009; JUMPPONEN; JONES, 2009; BLAALID
et al., 2012). Contudo, mesmo diante dos avangos moleculares, a identificacdo de
fungos por métodos tradicionais € de fundamental importancia para alimentar os
bancos de dados. Espécimes cultivaveis e bem documentados sdo essenciais para
reconstruir filogenias robustas (PEAY, 2014).

O presente trabalho ¢é parte dos projetos FAPESP 2016/07957-7,
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PROANTAR/CNPq MICROSFERA (A Vida Microbiana na Criosfera Antartica:
Mudancgas Climaticas e Bioprospecgao) e CNPq Universal (407986/2018-9) e teve
como foco caracterizar a comunidade de fungos de solo de recuo de geleiras
Antarticas utilizando abordagem dependente e independente de cultivo
(metabarcoding). Para tanto, a diversidade taxonémica foi avaliada por meio da
composi¢cao da diversidade alfa e beta das comunidades de fungos de amostras do
recuo das geleiras Collins e Baranowski. Também foram avaliados os parametros
ambientais que possivelmente influenciaram a composicdo e diversidade das
comunidades fungicas (e.g. como pH, micronutrientes). Os resultados obtidos nesse
estudo fornecem informacdes inéditas sobre a diversidade e o potencial adaptativo de
comunidades fungicas em recuo de geleiras, bem como sobre 0s processos
ambientais e ecolégicos que os moldam. Além de ter colaborado para uma maior
compreensao sobre o potencial de adaptagao de fungos em dois recuos de geleiras

com idades e condig¢des distintas.

A presente tese esta estruturada em quatro partes:

o Parte introdutéria escrita em lingua portuguesa composta por resumo, palavras-

chave, introducgao, revisao da literatura e objetivos.

o Capitulo 1. Consiste em um artigo (publicado) oriundo da tese, escrito em lingua
inglesa intitulado: “Fungal community in Antarctic soil along the retreating

Collins Glacier (Fildes Peninsula, King George Island)”.

o Capitulo 2. Escrito em lingua portuguesa, intitulado: “Diversidade e Sucessao
Ecologica de Fungos Antarticos de Solo do Recuo da Geleira Collins e

Baranowski”.

o Parte final escrita em lingua portuguesa, sintese das discussdes e conclusoes.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Antartica

A Antartica € um continente remoto cujas caracteristicas predominantes
incluem temperaturas extremamente baixas no inverno (entre -20,0 e -50,0°C nos
Vales Secos McMurdo) e temperaturas médias abaixo de 0,0°C, ciclos de
congelamento e descongelamento, ventos fortes, alta sublimacao e evaporagao, altas
taxas de incidéncia de radiacdo e longos periodos de escuriddo que limitam o
desenvolvimento da vida (ONOFRI et al., 2007).

O Continente Antartico € subdividido em zonas latitudinais, classificados em
zona sub-antartica, zona Antartica maritima e zona continental, que correspondem a
regides com climas distintos. A Antartica continental apresenta uma camada de gelo
de até 4000 m de espessura, representando 70% da agua doce do planeta (TURNER;
MARSHALL, 2011). Apenas 0,35% do continente, ou 45.000 km?, sdo areas livres de
gelo (BOCKHEIM, 2015a), restringindo o desenvolvimento de espécies vegetais,
pequenos invertebrados e micro-organismos as areas costeiras, afloramentos
rochosos e ao longo da costa da Antartica maritima (PUTZKE; PEREIRA, 2001; ZHU
et al., 2014).

A Antartica maritima, zona que abrange a Peninsula Antartica e ilhas vizinhas
(South Orkney, South Shetlands e ilha South Sandwich), apresenta clima mais ameno,
maior precipitacdo, e verdes mais longos e mais quentes do que a Antartica
continental. A Peninsula Antartica é a unica parte do continente que se estende de
maneira significativa para o norte até a latitude 63°S. Compreende uma regiao
montanhosa e estreita com uma largura média de 70 km e uma altura média de 1.500
m (TURNER et al., 2009).

Entre os arquipélagos que compdem a Antartica maritima, presente na
Peninsula Antartica, as ilhas Shetlands do Sul representam um grupo de mais de 20
ilhas, localizadas entre 60 e 150 milhas ao norte e nordeste da Peninsula Antartica.
Caracterizadas por possuir em clima oceanico frio, com amplitude térmica anual,
variando entre 8°C e 10°C. A temperatura média anual é de aproximadamente -3°C.
As areas livres de gelo estdo localizadas onde as temperaturas médias anuais
excedem -2°C (SERRANO; ELOPEZ-MARTINEZ, 2000). Nas ilhas Shetlands do Sul
encontra-se a llha Rei George, a maior do Arquipélago. A llha Rei George, possui area

de 1.250 km®, o maior eixo com 80 km de comprimento esta orientado no sentido
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sudeste-nordeste e o menor, com 15 km de largura - no sentido oposto, as areas livres
de gelo na ilha correspondem a menos de 10% (BREMER, 1998).

A Peninsula Fildes (Figura 1C), localizada na parte sul da llha Rei George, é
limitada a nordeste por um pequeno domo de gelo, a geleira Collins com uma area de
15 km? e elevagdo maxima de 270 m (SIMOES et al. 2015). Esta regido representa
uma das maiores areas sem gelo da Antartica maritima (BRAUN et al., 2012).

A Baia do Almirantado (regido onde esta localizada a geleira Baranowski), esta
localizada na parte central da llha Rei George, a cerca de 125 km da ponta norte da
Peninsula Antartica (Figura 1C). Esta é a regiao melhor documentada historicamente
com relagao aos dados meteoroldgicos coletados na Peninsula Antartica, considerada
uma das areas mais sensiveis as mudancgas climaticas do planeta (ATCM XXXVII,
2014). A Baia do Almirantado configura uma “Area Antartica Especialmente
Gerenciada” (ASPA). A ASPA, define-se como qualquer area, incluindo area maritima,
delimitada para proteger os aspectos ambientais, cientificos, histéricos, estéticos ou
selvagens, ou entdo qualquer combinagao desses valores, ou ainda area de interesse

para estudos cientificos e pesquisa (ATS, 2000a).
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Figura 1. (A) Continente antartico com a Peninsula Antartica mostrada em circulo; (B)
Peninsula Antartica e Arquipélago de Shetlands do Sul, com a Ilha Rei George mostrada no
circulo; (C) A Baia do Almirantado na llha Rei George é destacada com um asterisco e
Peninsula Fildes mostrada em circulo (Fonte: Souza et al., 2020).
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2.2. Aquecimento global e a retragao de geleiras na Peninsula Antartica

O aquecimento global tornou-se uma ameaga para a nossa sociedade nas
ultimas décadas. A Peninsula Antartica € considerada uma das areas com maior
aquecimento da temperatura superficial do ar na Terra, com uma tendéncia de
aquecimento ao longo do século XX (JONES 1990; JONES et al., 1993; BARRAND
et al., 2013; TURNER et al., 2014; WOUTERS et al., 2015). Turner et al. (2009) e o
IPCC (2013) apontaram um aquecimento regional (3 °C) na Peninsula Antartica nas
ultimas décadas, sendo a llha Rei George umas das regides mais sensiveis as
variagdes climaticas. Sendo considerada uma regido de mudangas drasticas nos
sistemas climaticos e glaciais (BRAUN; HOCK, 2004). Proje¢cdes de modelos
climaticos sugerem que as temperaturas da Peninsula aumentardo mais do que a
média global (HOEGH-GULDBERG et al., 2018).

A regiao da Antartica Maritima tem sofrido alteragdes em seu ecossistema
terrestre em funcao das recentes mudancas climaticas (BRAUN; GOSSMANN, 2002).
Varios estudos evidenciam a retracdo de geleiras, especificamente na llha Rei
George, relacionada ao aumento da temperatura do ar na regido da Peninsula entre
1948 e a primeira década do século XXI (SIMOES; BREMER, 1995; BREMER, 1998;
PARK et al., 1998; SIMOES et al., 1999; BRAUN; GOSSMANN, 2002; ROSA et al.,
2009; RUCKAMP et al., 2011). As geleiras representam um dos indicadores mais
sensiveis as mudangas climaticas, respondendo as alteragdes de temperatura,
precipitacado, entre outros fatores (BURLANDO et al., 2002; BENN; EVANS, 2010).
No entanto, estudos evidenciam que as geleiras respondem de maneiras diferentes
as mudangas ambientais (CUFFEY; PATERSON, 2014).

As geleiras da Peninsula Antartica mostraram rapida resposta dinamica a
mudancas ambientais (PAUL et al., 2004; BOLCH; KAMP, 2006), para o periodo 1970-
2000. Cerca de 87% das geleiras marinhas da Peninsula Antartica e ilhas associadas
recuaram nos ultimos 50 anos, e a taxa de recuo aumentou desde o inicio do século
XXI (COOK et al., 2005).

A retragcdo das geleiras geram impactos ambientais, dentre eles estdo o
aumento do nivel global do mar (PACHAURI et al., 2014), o desequilibrio causado
pelo aumento de agua doce nos oceanos, desenvolvimento de areas livres de gelo,
modificagdes nas zonas de represamento da agua provinda do descongelamento, e
mudangas na configuragao do relevo (DYURGEROV; MEIER, 2005).
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O recuo de geleiras e a perda de cobertura de neve resultam em areas livres
de gelo com rochas e permafrost recém expostos, criando novos habitats para a
colonizagao e fornecendo condi¢des para expansao da flora e a fauna (ROSA et al.,
2016). O termo “areas livres de gelo” refere-se aos locais disponiveis para colonizagéo
e sucessao bioldgica, devido ao recuo das geleiras (RUCKAMP et al., 2011). Esses
ecossistemas terrestres que estavam anteriormente cobertos pelo gelo ha milhares
de anos, fornecendo ambientes unicos para estudar a colonizagdo primaria pela
simples vida celular (BRADLEY et al., 2014) . Estudos de colonizagdo de plantas s&o
bem estabelecidos em recuo de geleiras (FASTIE, 1995; FRENOT et al., 1998;
HODKINSON et al., 2003; MOREAU et al., 2008; STRAUSS et al., 2009) No entanto,
estudos sobre microbiota, sendo considerados os colonizadores iniciais, permanecem

em estagios relativamente iniciais.

2.3. Geleira Collins

A geleira Collins ou Bellingshausen Dome é uma pequena cupula de gelo
centrado localizada na Peninsula Fildes na llha Rei George (latitude 61°54’ — 62°16’
S e longitude 57°35" - 59°02" W) (Figura 2), com uma area de 15 km’ e elevagao
méaxima de 270 m (SIMOES et al., 2015). O clima da Peninsula Fildes é considerado
maritimo sub-antartico, com ventos fortes, frequentes variagdes meteoroldgicas e
temperaturas mais amenas, com a temperatura do ar média anual de -2 °C e
temperatura do ar média durante o verdo acima de 0 °C (JIAHONG et al., 1994).

A velocidade de deslocamento do gelo na geleira Collins é baixa, sendo
estimada entre 0,15 e 3,72 m a™', enquanto no domo de gelo principal da llha Rei
George o valor maximo alcanga 112,1 m a™' (RUCKAMP et al., 2011). A geleira esta
localizada na Area Especialmente Protegida n.° 125 da Antartica (ASPA 125). No
entanto, na parte norte, em frente a geleira Collins, existem caminhos de circulagcéo
(ndo presentes no plano da ASPA) (PETSCH, 2018). De acordo com Simdes et al.
(2015) o processo de retragdo da geleira tem como consequéncia a formacgao de
diferentes ambientes na parte norte da Peninsula Fildes, originando lagos e zonas

alagadas.
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Figura 2. (A) Localizagcéo da Antartica com poligono vermelho destacando a llha Rei George;
(B) llha Rei George com uma linha em vermelho em destaque para a peninsula Fildes; (C)
Peninsula Fildes e geleira Collins (Fonte: PETSCH, 2018).

Os estudos temporais ja realizados nas geleiras, incluindo a geleira Collins,
evidenciam um elevado processo de retragdo das mesmas. De 1983 a 1989, a geleira
Collins perdeu 0,078 km? de sua frente de gelo (1,01% do total de 7,66 km? de area
de superficie); de 1989 a 2000, perdeu mais 0,28 km? de sua frente de gelo (3,67%
do 7,58 km? de superficie total); de 2000 a 2003, a frente de gelo da geleira avangou
0,15 km?(2,01% dos 7,30 km? da superficie total); e de 2003 a 2006, perdeu mais 0,43
km? de suas frentes de gelo (5,75% dos 7,02 km? de area de superficie total) (SIMOES
et al., 2015) (Figura 3).

Segundo Simdes et al. (2015), as variagdes de areas da geleira Collins podem

ser explicadas por uma combinagdo de dois fatores: baixa espessura de gelo e
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exposicao a uma maior radiagao solar (face a oeste).

Rickamp et al. (2011), usando dados de balango de massa, indicam o quase
total desaparecimento da geleira Collins em 200 anos. Estima-se que a geleira
perdera 5% de sua area total até 2030 (0,90 km®), 21% de sua area (3,60 km’) até o
ano de 2050, e 35% (5,90 km®) até 2070 (PETSCH, 2018). Ainda, de acordo com
Petsch (2018), a continuidade da retracado da geleira, provavelmente apresentara uma
paisagem recentemente livre de gelo que sera submetida a rapidas mudancgas
geomorfolégicas com atuagao de processos sedimentologicos, hidrolégicos e edlicos
se alternando no ambiente. Considerando a retragao da geleira Collins, havera uma
gradual sucessao de comunidades de plantas com interagdes biolégicas/ecoldgicas
(MILNER et al., 2007; MARSTON, 2010). Pretsch (2018) apontou que provavelmente
dentro de 5 a 15 anos, comegarao os primeiros sinais de colonizagao vegetal na area,

principalmente fixados aos sedimentos terrestres de textura mais fina.
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Figura 3. Recuo da geleira Collins representado por uma linha de neve nos anos 1989, 2000
e 2006 (com base na imagem do satélite QuickBird obtido em 2006) (Fonte: SIMOES et al.,
2015).
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2.4. Geleira Baranowski

A geleira Baranowski esta localizada na costa ocidental da Baia do Almirantado
na llha Rei George (Figura 4), na Area Especialmente Protegida n.° 128 da Antartica
(ASPA 128). Possui clima maritimo polar (KNAP et al., 1996) com participacéo do ar
continental do Sul, resultando em condigdes climaticas altamente dinamicas (DABSKI
et al.,, 2020). A ASPA 128 esta localizada nas proximidades da Estacdo Antartica
Polonesa Henryk Arctowski (Arctowski), regido recebeu extensas pesquisas
geomorfolégicas nos anos 1990-1992 durante as expedigbes polonesa a ilha Rei
George (KOSTRZEWSKI et al., 1998; 2002; RACHLEWICZ et al.,1999). Desde entao,

as geleiras sofreram recessao significativa (PUDELKO et al., 2018).
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Figura 4. (A) Antartica; (B) llha Rei George (KGI); (C) Area ASPA 128; (D) Costa ocidental da
Baia do Almirantado (Fonte: SZItO et al., 2018)
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A Baranowski apresentou acelerada retragdo na década de 1990, de acordo
com Birkenmaijer (2002) e Perondi (2018). Como resultado desta retracao, evidencia-
se um amplo ambiente proglacial, com cerca de 1000 m de extensdo, e com a
presenca de feicbes morainicas em sua area marginal ao gelo e agua oriunda de fusao
glacial (RACHLEWICZ, 1999), constituindo um local favoravel para grandes colbnias
de reproducéo de aves marinhas e pinipedes (SIERAKOWSKI, et al., 2017).

A frente da geleira mudou consideravelmente nos ultimos 60 anos (Figura 5)
(SZILO et al., 2018). A partir de 2016 algumas das seg¢des frontais da lingua sul da
Baranowski recuaram 50 m adicionais, devido a um verao quase tao quente quanto o
verao de 1995 a 2000 e a um inverno muito quente também (SZILO et al., 2018).

Os primeiros registros cartograficos disponiveis para a geleira foram fotos
aéreas registradas em 1956, onde toda a area de frente da geleira estava coberta por
neve (SZILO et al., 2018). Durante os periodos de 1956 a 1979 e 2012 a 2016, a
posicao frontal da geleira Baranowski permaneceu relativamente estavel (PUDELKO
et al., 2018) (Figura 5). No entanto, a geleira Baranowski é a geleira terrestre da Baia
do Almirantado com recuo mais rapido. Sua area especifica de deglaciagéo entre 1979
e 2015 é de 0,73 km’, calculada com base nas imagens da foto aérea tirada em 1979
e nas imagens do satélite Landsat de 2015 (SZILO; BIALIK, 2017).

Comparativamente a geleira Collins a geleira Baranowski apresentou maiores
taxas de retragéo para o periodo analisado (1956 até 2017), com 0,3 km*/ano, assim

como maiores perdas percentuais de suas areas desde 1956. (PERONDI, 2018)


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0025326X20300060#bbb0310
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Figura 5. Geleira Baranowski. A comparagao da imagem de satélite PlanetScope (2018) com
BAS (1956), fotos aéreas Polonesa (1979) e Geo-Eye1 (2011) (Fonte:PUDELKO et al., 2018).

2.5. Antartica como habitat microbiano

Entre os grupos microbianos encontrados em amostras de gelo glacial estéo
algas verdes, cianobactérias, actinobactérias, fungos filamentosos e leveduras, com
predominéncia de micro-organismos esporulados em testemunhos de gelo mais
antigos (COWAN; TOW, 2004). A descoberta de micro-organismos tolerantes ao frio
em ambientes com baixas temperaturas ampliou a faixa conhecida de condigdes
ambientais que sustentam a vida microbiana. Estes micro-organismos possuem papel

fundamental no transporte de energia e matéria organica, e muitas vezes constituem
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a base do funcionamento dos ecossistemas terrestres e aquaticos na Antartica
(CLARKE, 2003).

Diversos estudos tém demonstrado que o ambiente antartico abriga uma
diversidade de micro-organismos (DUARTE et al., 2013; DUARTE et al., 2016,
DUARTE et al., 2018a, GODINHO et al., 2015; GONCALVES et al., 2012; TEIXEIRA
etal., 2010, WENTZEL et al., 2019). A microbiota presente no gelo glacial € composta
essencialmente por depdsitos de micro-organismos precipitados pela neve ou
transportados pelo vento (MARSHALL, 1996), correntes oceanicas (MURRAY et al.,
1999) e animais (SCHLICTING et al., 1978). Diferentes estudos indicam que a
topografia, posicdo geografica, sazonalidade, condi¢cdes climaticas globais, e a
proximidade com outros ecossistemas influenciam na concentracao e diversidade de
micro-organismos trazidos pelo ar (LIGHTHART; SHAFFER, 1995; MARSHALL;
CHALMERS, 1997). Apesar dos micro-organismos serem facilmente dispersos pelo
ar, a sua sobrevivéncia ao longo prazo na atmosfera requer adaptagdes distintas,
incluindo a resisténcia a radiacao UV elevada, ao frio extremo e a dessecacao
(PEARCE et al., 2009).

A dispersdo dos micro-organismos €& um fator critico, porém pouco
compreendido, subjacente aos padroes macroecolégicos nas comunidades
microbianas (HANSON et al., 2012). Alguns estudos propdéem que a dispersao pelo ar
nao é responsavel pelos padrées de comunidades microbianas no ambiente antartico
(CHOWN et al., 2015). De acordo com os autores supracitados os ciclos glaciais tém
impulsionado a biodiversidade, visto que algumas espécies podem sobreviver
confinadas no ambiente antartico durante esses ciclos, por exemplo, em solos,
refugios como as areas geotérmicas, ou no oceano em plataformas marinha,
passando por especiacao geografica. Além disso, os fungos liquenizados apresentam
padrées de diversidade que sugerem que os mesmos sao derivados de refugios
locais, em vez de fontes exdgenas (FRASER et al., 2014).

Um modelo tedrico global para aerossois atmosféricos estimou que a taxa de
trocas microbianas no ar para a Antartica pode ser extremamente baixa, com 90% dos
aerossois de origem local (BURROWS et al.,, 2009; FRASER et al.,, 2014). Em
contraste, estudos empiricos descrevem que a corrente circumpolar influéncia na
dispersdo de algumas cianobactérias do solo, algas e fungos (KLEINTEICH et al.,
2017; COX et al., 2016). No entanto, outros estudos demonstraram a alta incidéncia

de espécies cosmopolitas no ambiente antartico. Cox et al. (2016) encontraram uma
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porcentagem de ~35-60% de OTUs (unidade taxondmica operacional) de fungos
antarticos cosmopolitas. Os autores relataram que a Antartica compartilha
significativamente mais fungos com o Artico, em contraste com as regiées temperadas
e tropicais, havendo relativamente pouco endemismo. E ainda sugeriram que micro-
organismos com capacidades de dispersdo bem desenvolvidas podem habitar polos
opostos da Terra e dominar ambientes extremos. Estudos anteriores também
evidenciam essa similaridade entre a micobiota dos polos, os autores observaram
semelhangas entre os fungos isolados dos solos da Antartica com os do Artico
(PEGLER et al., 1980; BRIDGE; NEWSHAM, 2009; TIMLING et al., 2014), sugerindo
que alguns taxa de fungos podem exibir distribui¢gdes bipolares.

Os micro-organismos que habitam os ambientes antarticos sofrem fortes
influéncias da oscilacdo de temperatura. Eles sédo classificados como psicroéfilos,
psicotolerantes e mesofilicos-psicrotolerantes. Os micro-organismos psicrofilicos
crescem a temperaturas maximas abaixo de 20,0 °C, com temperaturas étimas de
crescimento menores ou iguais a 15,0 °C. Os psicotolerantes tém a capacidade de
crescer a baixas temperaturas, com temperaturas 6timas variando entre >15,0 e 25,0
° C, enquanto os micro-organismos mesofilicos e psicrotolerantes tém a capacidade
de crescer a baixas temperaturas, com temperaturas 6timas de crescimento >25,0 e
<40,0 ° C (PESCIAROLI et al., 2012).

Quando comparados a outros micro-organismos conhecidos, os psicréfilos
possuem diversos mecanismos moleculares unicos que permitem sua adaptagao a
ambientes frios (ALCAZAR et al., 2010). Para manter a atividade no inverno, os micro-
organismos adotam uma ou mais de uma variedade de estratégias que lhes permitem
entrar no verdo com populagdes em crescimento ativo. A maioria dos micro-
organismos recuperados de amostras da regido da Peninsula Antartica sao
psicrotolerantes (RUISI et al., 2007) e essa predominancia pode ser explicada pelo
fato de que em alguns periodos do ano a temperatura do solo pode chegar a 15°C
(MOLLER; DREYFUSS, 1996).

Os micro-organismos adaptados ao frio sdo capazes de desenvolver processos
metabdlicos para lidar com os efeitos adversos gerados pelas temperaturas baixas.
Temperaturas abaixo de zero provocam a formacao de gelo que pode levar a lesées
criogénicas, estresse osmoético, desidratacao e até ruptura e morte celular (COLLINS;
MARGESIN, 2019).

Os micro-organismos adaptados a condi¢des frias desenvolveram estratégias
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em niveis bioquimicos e moleculares para resistir as temperaturas extremamente
baixas (COLLINS; MARGESIN, 2019), incluindo: i) alteragdo na composicgéao lipidica
da membrana celular (aumento do nivel de acidos graxos insaturados) para manter a
sua integridade em ambientes de baixa temperatura (DHAKAR; PANDEY, 2020); ii)
alternancia entre diferentes vias metabdlicas em resposta a baixa temperatura para
obter energia (BORE et al., 2019); iii)) acumulo de crioprotetores como trealose,
glicerol, manitol, etc. s&o responsaveis por manter a homeostase na célula
(ROBINSON et al., 2001); iv) enzimas ativas a frio, as quais possuem flexibilidade
conformacional para equilibrar a baixa energia cinética com alta eficiéncia catalitica e
aumento do numero de rotatividade em ambientes de baixa temperatura
(CAVICCHIOLI et al., 2002); v) presenga de pigmentos que é reconhecida como uma
importante adaptagao contra radiagao nociva nesses ambientes (MARIZCURRENA et
al., 2019); vi) proteinas anticongelantes que facilitam o crescimento microbiano,
inibindo a formagcao de cristais de gelo sob temperaturas extremamente baixas
(DHAKAR; PANDEY, 2020; SINGH et al., 2011; MARCO et al., 2019). Genes que
expressam proteinas anticongelantes foram encontrados no genoma do fungo
psicofilico Antarctomyces pellizariae, isolado de neve antartica, sendo um dos unicos
ascomicetos com capacidade confirmada de produzir proteina anticongelante
(BATISTA et al., 2020).

Algumas espécies de fungos apresentam estratégias morfo-fisioldgicas e
bioquimicas para se adaptar e sobreviver em ambientes com temperaturas extremas,
baixa disponibilidade de nutrientes, dessecagao prolongada e irradiacdo solar
(DUARTE et al., 2018b). A adaptacdo muitas vezes ocorre mediante a producao de

enzimas, melanina e micosporinas (GOSTINCAR et al., 2012).

2.6 Diversidade de fungos de ambientes antarticos

A Dbiodiversidade em habitats remotos antarticos € mais extensa,
ecologicamente diversa e biogeograficamente estruturada do que se pensava
anteriormente (CHOWN et al., 2015). Tornando-se uma questao fundamental para a
compreensao da histéria do continente, os efeitos biolégicos das mudancas climaticas
e os esforgos de conservagao (KENNICUTT et al., 2015; MCGEOCH et al., 2015).

Os fungos s&o considerados organismos eucariéticos hiper-diversos com
ocorréncia em quase todas as regides do planeta, sendo um grupo altamente

diversificado em diferentes ecossistemas, representando um elemento importante
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dentro da comunidade microbiana antartica. Estudos sobre fungos no ambiente
antartico tém aumentado nos ultimos anos, centrados na taxonomia, diversidade,
ecologia e biotecnologia desses micro-organismos presentes em solos, rochas,
aguas, sedimentos, invertebrados marinhos, gelo, neve, animais e plantas (RUISI et
al., 2007, ROSA et al. 2019) sendo reconhecidos por desempenhar diversos papéis
ecolégicos como simbiontes, mutualistas, saprotroficos e potencialmente patégenos
(DE SOUSA et al., 2017) revelando espécies de fungos cosmopolitas e endémicas
presentes nesse habitats (MENEZES et al., 2019).

A micobiota da Antartica tem sido representada por leveduras e fungos
filamentosos pertencentes as espécies dos filos Chytridiomycota, Mucoromycota,
Mortierellomycota, Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota (RUISI et al., 2007,
ROSA et al., 2019). Em estudos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa,
fungos filamentosos representantes dos géneros Geomyces, Passalora, Penicillium,
Pseudogymnoascus, Pseudeutorium, Gibellulopsis, Schizophyllum, Pholiota, Xylaria,
Acremonium, Cosmospora, Thelebolus, Chaetomium, Hypocrea, Antarctomyces,
Mortierella, Mucor-like e Cadophora (DUARTE et al., 2018a, WENTZEL et al., 2019,
SANTOS et al., 2020) e leveduras dos géneros Bullera, Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Cystofilobasidium, Glaciozyma, Guehomyces,Holtermanniella,
Leucosporidium, Leucosporidiella, Pseudozyma, Mrakia, @ Metschnikowia,
Meyerozyma, Rhodotorula, Tremella, Trichosporon e Wickerhamomyces (DUARTE et
al., 2013, DUATE et al., 2016, WENTZEL et al., 2019) foram isolados a partir de
amostras marinhas e terrestres da Antartica.

Canini et al., (2020) ao estudar a comunidade de fungos presente em solos
antarticos, empregando a metodologia de metabarcoding relatou uma riqueza de
fungos de 59 + 27 OTUs por amostra, incluindo espécies de fungos previamente
desconhecidas representando grande parte das comunidades amostradas.

No estudo de Marshall (1996, 1997) foram isolados esporos do fungo
Cladosporium na Peninsula Antartica (Ilha Signy) em épocas que coincidiam com a
ocorréncia da chegada de massas de ar da América do Sul. A maioria dos fungos
antarticos conhecidos sao espécies tolerantes ao frio, cosmopolitas e adaptadas as
baixas temperaturas que prevalecem neste ambiente (MOLLER; DREYFUSS, 1996).
Os fungos ndo endémicos da Antartica incluem uma alta propor¢ao das Classes
Leotiomycetes e Dothideomycetes (COX et al., 2016). Alguns membros dessas

classes de fungos se dispersam até a Antartica por meio de aves como skuas, que



36

podem atuar como vetores para o transporte de fungos como os pertencentes as
espécies de Pseudogymnoascus (MARSHALL, 1998).

A diversidade de fungos pode variar em todo o gradiente latitudinal nas ilhas
sub-antarticas, Peninsula Antartica e nos ecossistemas antarticos continentais (Figura
1). No entanto, com as mudancas climaticas, espera-se que a biodiversidade antartica
seja alterada. Especialmente nas regides polares, o aumento da temperatura e os
padroes de precipitacdo alterados devem induzir a uma invasdo de espécies
exodgenas (CHOWN, 2012; LEE et al., 2017). Newsham et al. (2016) demonstraram
que a temperatura do ar da superficie € um fator significativo capaz de moldar a
diversidade e a composi¢cao das comunidades fungicas do solo. Com base nessas
observagodes, os autores preveem que o aquecimento futuro na regido Antartica levara
a aumentos de 20 a 27% no numero de espécies de fungos presentes nos solos até
o final do século. Assim, destacamos a importancia do estudo da biodiversidade,
estabilidade e funcao dos diferentes grupos microbianos nos ambientes antarticos,

visando compreender os efeitos das alterag¢des climaticas sobre os micro-organismos.

2.7. Ecologia microbiana de recuo de geleiras

As geleiras e manto de gelo foram reconhecidos como um dos biomas da Terra
(ANESIO; LAYBOURN-PARR, 2012) e correspondem a aproximadamente 11% da
superficie do planeta (MARGESIN et al., 2011).

Embora as geleiras tenham sido consideradas como um ambiente inabitavel,
ficou provado que elas sdo quase que exclusivamente habitadas por micro-
organismos, incluindo bactérias, arqueias e eucariontes, sendo esta uma das
caracteristicas peculiares em comparagdo com outros biomas terrestres (ANESIO et
al., 2017; HOTALING et al., 2017). Os micro-organismos que habitam as geleiras da
Antartica ainda sdo em grande parte desconhecidos quando comparados a outros
ambientes congelados (GARCIA-LOPEZ et al., 2016). Varios fatores como radiagéo
solar, disponibilidade de nutrientes e conteudo de agua determinam a diversidade e
abundancia dessas populagcdes microbianas, bem como o tipo de metabolismo e os
ciclos biogeoquimicos desenvolvidos.

Alguns micro-organismos depositados na superficie glacial viajam
gradualmente para camadas mais profundas de gelo (PERINI et al., 2019), podendo
sobreviver no gelo como “fésseis vivos” viaveis e congelados (MA et al., 2000;

VISHNIAC et al.,, 1996), enquanto outros permanecem metabolicamente ativos e
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possivelmente se multiplicam nas veias entre os cristais de gelo (PRICE, 2009). As
comunidades microbianas também sao capazes de se desenvolver em gelo profundo
ou gelo subglacial na base das geleiras, onde o derretimento ocorre devido a presséo
gravitacional, resultando em camadas finas de agua liquida, geralmente com altas
concentragcdes de sais e enriquecidas com o material inorganico do leito da geleira
(PERINI et al., 2019).

Durante o inverno os solos de geleiras mesmo congelados abrigam uma
comunidade microbiana ativa de decompositores que continuam a utilizar CO2
(ZINGER et al., 2009; BOKHORST et al., 2013; MERBOLD et al., 2012). A atividade
continua é alimentada pela decomposi¢cao fungica e bacteriana de polimeros
organicos e compostos fendlicos (SCHADT et al., 2003, LIPSON 2004). A temperatura
€ um provavel controlador dos processos microbianos e do desenvolvimento das
comunidades de micro-organismos (BRADLEY et al., 2014). A reativacdo das
comunidades microbianas do solo presas abaixo do gelo por centenas ou milhares de
anos pode levar a um aumento na concentracdo de carbono atmosférico e assim
causar um processo de “efeito estufa local”’, acelerando ainda mais o processo de
recuo das geleiras (BIASI et al., 2005).

As geleiras sdo consideradas um experimento natural para avaliar a resposta
ecoldgica, evolutiva e avaliar o estabelecimento de comunidades microbianas frente
as mudangas ambientais (EDWARDS et al., 2014). Contudo, as mudangas climaticas
podem desencadear mudancgas na estrutura da comunidade, representando uma
ameaca severa para as comunidades microbianas do solo desses habitats (BOETIUS
et al., 2015). Com a continua retragao da frente das geleiras resultante das mudancgas
climaticas, o solo exposto passa a representar um gradiente de fatores fisicos,
quimicos e biolégicos que refletem as mudangas regionais ao longo do tempo. Com o
derretimento do gelo, rochas aprisionadas, sedimentos e detritos finos séo liberados
€ 0S micro-organismos pioneiros presentes nesses detritos iniciam a formacgao do solo
por intemperismo em minerais rochosos e incorporam matéria organica (FREY et al.,
2010; SMITTENBERG et al., 2012). As comunidades microbianas que colonizam o
solo recém-exposto estimulam o desenvolvimento fisico e biolégico do solo através
do desgaste bioldgico do leito rochoso e do acumulo de C e nutrientes, fornecendo
assim uma base para uma sucessao adicional do ecossistema (KASTOVSKA et al.,
2007).

O desenvolvimento do solo ao longo de cronosequéncias glaciais tem sido
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correlacionado com a sucesséao primaria de micro-organismos do solo (SIGLER et al.,
2002). A sucessao primaria € uma importante fase ecologica que se refere a um
processo de estabelecimento de atividade biolégica em uma area (FIERER et al.,
2010). O estudo de ecossistemas de solo em sucessao primaria € crucial, pois fornece
informagdes com relagdo as condigbes que provavelmente ocorrerdo em novos
habitats semelhantes ou durante a reabilitacdo de habitats (DEONALLI et al., 2017).
O conhecimento sobre a dispersédo de micro-organismos e como eles colonizam esses
ambientes recém-expostos € essencial para a compreensao dos padroes
biogeograficos da diversidade microbiana (MARTINY et al., 2006; TEDERSOO et al.,
2012).

Estudos relacionados com a sucesséo primaria de micro-organismos do solo
apos a retirada das geleiras é o foco de atengdo de muitos especialistas. Estudos
realizados por Niederberger et al. (2019) demonstraram que as comunidades
microbianas em solos de geleiras antarticas sao altamente sensiveis a mudanga na
disponibilidade de agua. Dresch e colaboradores (2019) descreveram uma alta
diversidade de fungos em solos proximos a geleira e essas comunidades estao
sujeitas a rotatividade de espécies sazonais distintas.

As mudancgas ambientais ocasionadas pela retragcao da geleira podem exercer
pressdes seletivas nos micro-organismos, alterando as suas fungdes em processos
chave, como nos ciclos biogeoquimicos. Desta forma, o estudo da diversidade dos
grupos microbianos nestes ambientes, visando compreender os efeitos das alteragdes
climaticas e adaptacbdes sofridas por estes micro-organismos se faz necessario.
Apesar da importancia desses micro-organismos pioneiros no desencadeamento da
formacdo do solo, sua origem e identidade s&o amplamente desconhecidas
(BRADLEY et al., 2014).

Varias técnicas tém sido utilizadas com o objetivo de identificar micro-
organismos que habitam as geleiras. Tradicionalmente sdo utilizadas técnicas de
microscopia (DEMING, 2012), isolamento e cultivo (CHRISTNER et al., 2003) e, mais
recentemente as técnicas de sequenciamento de rRNA 16S e 18S (GARCIA-
DESCALZO et al., 2013).


https://www.nature.com/articles/ismej2015238#ref-CR60
https://www.nature.com/articles/ismej2015238#ref-CR88
https://www.nature.com/articles/ismej2015238#ref-CR88
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2.8. Sequenciamento de alto rendimento aplicado a identificagao de
fungos

O reino Fungi é estimado em cerca de 3,8 milhdes de espécies e apresenta
formas e estratégias nutricionais diversificadas, além de associagbes com outros
organismos (HAWKSWORTH et al., 2017). Os primeiros estudos de identificacdo
molecular revelaram uma variedade de espécies de fungos, muitos nao cultivaveis,
com o corpo de frutificagdo e outras estruturas desconhecidas, cujos modos
nutricionais e associagdes ecologicas desafiavam a sua caracterizagao (TEDERSOO
et al., 2016). No entanto, a revolugao genémica mudou fundamentalmente a maneira
como pesquisamos a biodiversidade na Terra. As plataformas de sequenciamento de
alto rendimento (“HTS”) agora permitem o sequenciamento rapido de DNA de diversos
tipos de amostras ambientais (denominadas "DNA ambiental" ou "eDNA").

A medida que as tecnologias de sequenciamento de DNA progrediram do
sequenciamento de amostras unicas para o sequenciamento paralelo de Sanger no
inicio dos anos 2000, ficou claro que a micobiota “invisivel” supera a diversidade
observavel (O'BRIEN et al., 2005). Mais de 1.000.000 de sequéncias de ITS fungicas
derivadas de Sanger estdo disponiveis para referéncia no banco de dados
“International Nucleotide Sequence Databases Collaboration” (INSDC) (KARSCH-
MIZRACHI et al., 2018).

Os métodos de sequenciamento de nova geragao (ou segunda geragao) (NGS)
foram desenvolvidos na segunda metade da década de 2000, marcando o inicio das
analises de sequenciamento de alto rendimento (HTS) de comunidades fungicas. A
taxonomia e a ecologia dos fungos foram revolucionadas pela aplicagdo de métodos
moleculares (HIBBETT et al., 2009; 2016). Estudos de sequenciamento de alto
rendimento (HTS) de comunidades de fungos estdo redesenhando o mapa do reino
Fungi sugerindo sua enorme e amplamente desconhecida diversidade taxondmica e
funcional (NILSSON et al., 2019).

De acordo com Lindahl et al. (2013) o delineamento experimental € uma etapa
fundamental que determina o poder explicativo analitico e a representatividade dos
estudos relacionados ao HTS. Os processos de extragdo de DNA, escolha de
marcadores genéticos, e condigdes de amplificacbes devem ser adequados para
fungos (NILSSON et al., 2019. O sequenciamento da regi&o ITS (Internal Transcribed
Space) do operon ribossomal (rRNA), reconhecida como o codigo de barras do DNA

fungico (barcode) (SCHOCH et al., 2012), € um dos pilares na identificagdo de
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espécies com base em sequenciamento de Sanger e no metabarcoding baseado em
HTS (BEGEROW et al., 2010). O termo metabarcoding foi introduzido por Taberlet et
al. (2012) e definido como “identificagcdo automatizada de varias espécies a partir de
uma unica amostra global contendo organismos inteiros ou de uma unica amostra

ambiental contendo DNA degradado”.

2.9. Metabarcoding empregados no estudo das comunidades microbianas
em ambientes frios

A técnica de metabarcoding ou também conhecida como metataxonomia
combina os principios do cédigo de barras do DNA (barcoding) com a tecnologia de
sequenciamento de nova geragdo, gerando grandes quantidades de dados sobre a
biodiversidade. Sendo considerada uma técnica extremamente util para quantificar a
abundancia relativa de espécies.

Os avangos recentes na coleta e analise de DNA ambiental (eDNA),
contribuiram para uma nova abordagem complementar que pode ajudar a preencher
lacunas nos dados de distribuicdo de espécies deixados por métodos tradicionais em
habitats logisticamente dificeis (DEINER et al., 2017), particularmente em locais
remotos e desafiadores como os ambientes extremos. O metabarcoding de eDNA
pode permitir a identificacdo de milhdes de fragmentos/amostra de DNA, fornecendo
uma abordagem poderosa para pesquisar a biodiversidade.

Com o progresso das tecnologias de sequenciamento de nova geragéo,
analises de metagenoma e metabarcoding em estudos com amostras de sedimentos
glaciais (WRIGHT et al., 2013) e solos antarticos (PEARCE et al., 2012; DRESCH et
al., 2019; PESSI et al., 2019) revelaram que a diversidade taxondmica e funcional é
muito maior do que se pensava anteriormente. Estudos utilizando essas abordagens
representam uma oportunidade para ampliar o conhecimento da biodiversidade de
ambientes remotos da Antartica (CHOWN et al., 2015b) e vém sendo aplicados para
monitorar espécies invasoras, pesquisar a biodiversidade em grandes escalas
espaciais e para fornecer subsidios para futuros esforgos de conservagdo (CHOWN
et al., 2015b). Em adi¢cdo, a técnica de metabarcoding aplicada a amostras da
Antartica tem sido til no estudo dos virus (LOPEZ-BUENO et al., 2009), bactérias em
comunidades hipoliticas (MAKHALANYANE et al., 2013), solo (TEIXEIRA et al., 2010
), ar (BOTTOS et al., 2014), bem como de fungos e outros eucariotos (POINTING et
al., 2009; DREESENS et al., 2014; NIEDERBERGER et al., 2015).
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No entanto, o uso da tecnologia metagendémica e metabarcoding em ambientes
polares ainda é desafiador devido as concentragbes relativamente baixas de
biomassa microbiana, resultando em baixas recupera¢gées do DNA gendmico de
qualidade, principalmente em solos jovens (BRADLEY et al., 2014). Outra limitagéo
da técnica é a nao distingdo de organismos ativos de DNA inativos preservados no
ambiente, o que pode representar uma proporgao maior do DNA total em solos com
baixa biomassa (CARINI et al., 2017). Em adigdo, apesar de gerar milhdes de leituras
de sequéncia de DNA em inumeras amostras, nao é possivel a distingdo entre fontes
mortas, inativas ou ativas do modelo de DNA, que combinadas com a natureza
baseada em PCR dessas técnicas, podem levar a resultados falhos e tendenciosos
(LINDAHL et al., 2013; NGUYEN et al., 2015; HAWKSWORTH; LUCKING, 2017;
WUTKOWSKA et al., 2019). Considerando o fato de que o DNA extracelular pode
persistir em ambientes escuros/frios por longos periodos, que vai de meses a anos,
(CORINALDESI et al., 2008; DELL’ANNO et al, 2005) muitos dos organismos
detectados pelo metabarcoding de eDNA podem ndo estar viaveis na amostra
estudada (local de coleta). Esse efeito pode ser exacerbado pela preservagao de DNA
antigo em solos frios da Antartica (WILLERSLEV et al., 2004). Um estudo recente
sobre solos maritimos da Antartica reportou que pesquisas baseadas em DNA podem
favorecer a observagao de fungos cosmopolitas devido a uma maior proporcao de
DNA inativos pertencentes a esses fungos, conservados no ambiente (COX et al.,
2019).

Contudo, a analise de metabarcoding de DNA ambiental € uma opcéao valiosa
para descrever a composicao e distribuigdo da microbiota encontrada em ambientes
extremos como a Antartica (CZECHOWSKI et al., 2017). Essa abordagem é capaz de
produzir grandes quantidades de dados em detalhes, com fluxos de trabalho de

laboratdrio relativamente simples e com eficiéncia de tempo.


https://royalsocietypublishing.org/doi/full/10.1098/rspb.2014.0882
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O presente projeto tem como objetivo estudar a biodiversidade filogenética de
fungos filamentosos através do emprego de métodos moleculares dependentes e
independentes de cultivo (Metabarcoding), bem como avaliar os efeitos dos

parédmetros ambientais nas comunidades fungicas.

3.2. Objetivos especificos:
e |solar e identificar por métodos moleculares fungos filamentosos a partir de
amostras de solo de recuo da geleira Collins e estabelecer correlagcbes com

parametros ambientais.

¢ Analisar a diversidade e composi¢dao da comunidade fungica em amostras de
solo das geleiras Collins e Baranowski por meio de abordagem Metabarcoding,
correlacionar a composic¢ao taxonémica entre os ambientes e buscar compreender os
fatores ambientais que moldam os taxa microbianos nas amostras de solo do recuo

das geleiras.
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Abstract: Glacial retreat is one of the most conspicuous signs of warming in Antarctic
regions. Glacier soils harbor an active microbial community of decomposers, and
under the continuous retraction of glaciers, the soil starts to present a gradient of
physical, chemical, and biological factors reflecting regional changes over time. Little
is known about the biological nature of fungi in Antarctic glacier soils. In this sense,
this work aimed at studying the behavior of fungal community structure from samples
of glacier soil collected after glacial retreat (Collins Glacier). A total of 309 fungi
distributed in 19 genera were obtained from eleven soil samples. Representatives of
the genera Pseudogymnoascus (Ascomycota) and Mortierella (Mortierellomycota)
were the most abundant isolates in all samples. The data revealed the presence of
filamentous fungi belonging to the phylum Basidiomycota, rarely found in Antarctica.
Analysis of the generalized linear models revealed that the distance from the glacier
as well as phosphorus and clay were able to modify the distribution of fungal species.
Environmental variations proved to have influenced the

genera Pseudogymnoascus and Pseudeutorium.

Keywords: extremophiles; fungal diversity; glacial soil; Antarctic microbiology; glacier

retraction
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1. Introduction

Microbial diversity of the terrestrial Antarctic environment exists mainly in ice-
free areas, which have been altered by climate change, representing less than 1% of
the continent. The Antarctic Peninsula is the most affected region, where the warming
rate is twice the rate of other Antarctic regions [1—4]. Considering its rate of glacier
retreat, Collins Glacier is predicted to disappear in 285 years [5-7].

Collins Glacier, commonly referred to as the Bellinghausen Dome, is a small ice
dome centered approximately at 62°12'S latitude, 58°57'W longitude (area of 15
square km and a maximum altitude of 270 m). Additionally, studies carried out in 2007
involving the radiocarbon dating of moss adjacent to the glacier indicated that the ice
cap has been located at or behind its position for much of the last 3500 years [8].
Although the recent literature provides information related to the slow response of the
Collins Glacier to climate change, data collected by Simoes et al. [7] indicated that the
retreat is a consequence of regional warming. Increase in ice-free area drastically
modifies biodiversity due to changes in the environment and the sharing of species
with other areas [9-11].

Microorganisms are transported by terrestrial dust and in precipitation become
embedded in the ice formed from falling snow, which can be considered as an excellent
matrix for the long-term preservation of these groups of organisms, allowing for the
study of both present and ancient microbial diversity [12]. The ice matrix may contain
spores and mycelial fragments of fungi, present in the air from thousands of years ago
[12,13]. Terrestrial ecosystems covered with ice are being exposed with the retreating
of glaciers, which allows a new environment for microorganisms to establish, and
provides a great habitat to study the succession of microbial community and its
associations with soil nutrients exposed over the years [14—16].

Time since deglaciation affects the fungal community composition. Considering
the disturbance caused by climate change, species interactions are impaired and force
species adaptations, migration, and extinction [14,17-20], indicating that air
temperature in Antarctica is a significant factor for microbial community composition.
According to Newsham et al. [20], global warming can lead to about a 20—27% increase
in fungal species richness in the southernmost soils by 2100. This change in the
composition of fungus community can trigger substantial changes in nutrient cycling

and productivity of Antarctic soils. Considering the premise that global warming is
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directly related to glacial retreat, studies of microbial succession have become
relevant.

Rapid environmental warming is a threat to the integrity of ice-influenced
ecosystems, where microorganisms are the dominant form of life [21]. Despite the
importance of microorganisms in Antarctic soils and the fast warming of the Antarctic
Peninsula, little is known about how these microbial communities respond to
environmental changes generated by the global warming process [22]. In this context,
this study is based on the following objectives: (i) to isolate and identify filamentous
fungi from soil samples of glacier retreat (Collins Glacier, Fildes Peninsula, King
George Island); (ii) determine whether fungal succession occurs in soils and describe
diversity distribution, and (iii) determine whether the composition of the fungal

community is associated with the composition of the soil.

2. Methods

2.1. Sampling Site

Soil samples were collected during the XXXIII Brazilian Antarctic Expedition
(February 2015) at different points in the foreland of the retreating Collins Glacier
(62°10'S, 58°55'W), located in the Fildes Peninsula, King George Island, Maritime
Antarctica (Figure 1). A total of eleven samples were collected in the transects at points
0, 3, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, and 800 m from the glacier front (Table
S1). The samples were stored in sterile plastic bags and maintained under
refrigeration. For each sampling site, three subsamples were collected and pooled

together to produce composite samples, yielding the final samples listed in Table S1.
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Figure 1. Collins Glacier (Fildes Peninsula, South Shetlands Archipelago, King George
Island, Maritime Antarctica). (A,B) Map of the sampling region; (C) sampling.

2.2. Physicochemical Analysis

The following physicochemical parameters of the soils were assessed:
micronutrient (Cu, Fe, Mn, and Zn), organic matter, P, K, Ca, and Mg concentrations,
and pH. The evaluation of clay and silt was carried out by granulometric analysis using
the densimeter method (or Buyoucos) based on the sedimentation of the particles that
make up the soil [23].

These analyses were carried out at the “Luiz de Queiroz” College of Agriculture
(Department of Soil Sciences, University of Sdo Paulo, Brazil), according to the
methodology described in Van Raij et al. [24]. Physicochemical parameters of the

eleven soil samples are shown in Table S2.

2.3. Fungal Isolation

Soil samples (12.5 g) were added to Erlenmeyer flasks containing 112.5 mL of
NaCl solution (0.9%), and 200 pL of each sample was serially diluted in a 0.085%
NaCl solution. For each sample, 10~"and 1072 dilutions were plated in Petri dishes.
The following culture media were used for fungal isolation using the spread-plate
method (in g-L™"): MA2%: 20 malt extract, 15 agar; PDA: 42 potato dextrose agar;
PDA10X: 10X-diluted PDA; and BSA: 15 malt extract, 2 yeast extract, 15 agar, 2


https://www.mdpi.com/2076-2607/8/8/1145/htm#B23-microorganisms-08-01145
https://www.mdpi.com/2076-2607/8/8/1145/htm#B24-microorganisms-08-01145
https://www.mdpi.com/2076-2607/8/8/1145/htm#app1-microorganisms-08-01145
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lactic acid (added after autoclaving). Streptomycin (0.01 g-L~") and chloramphenicol
(0.1 g-L™") (diluted in alcohol) were added to the culture media in order to avoid
bacterial growth. The plates were incubated for two months at 5 °C and 15 °C, and
colonies of fungi were purified in the same media used for isolation. Two different
methods were applied for fungal preservation: cryopreservation at -80 °C (10%
glycerol) and the Castellani method at 4 °C (sterile water). The isolates are currently
stored in the research collection of the Laboratory of Environmental and Industrial
Mycology (LAMAI) associated with Microbial Resource Center (CRM-UNESP) of the
Sao Paulo State University (Rio Claro, SP, Brazil).

2.4. Fungal ldentification

Extraction of DNAs from filamentous fungi followed the method described by
Lacerda et al. [25]. The internal transcribed spacer (ITS) considered the “barcoding
region” for fungi was amplified using the wuniversal primers ITS4
(6'TCCTCCGCTTATTGATATGC3') and ITS5 (5'GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG3I))
[26]. The amplicons were purified using the Exonuclease | and alkaline phosphatase
enzymes (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) according to the manufacturer’s
protocol. The samples were quantified in a NanoDrop® (Thermo Scientific, MA, USA)
and sequenced using the BigDye Terminator® v.3.1 kit (Applied Biosystems, California,
USA) in an ABI 3500 sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The
following sequencing conditions were applied: 95 °C/min followed by 28 cycles at 95
°C/15 s, 50 °C/45 s, and 60 °C/4 min. The generated sequences were assembled into
contigs in BioEdit v.7.2.5 [27] and compared to homologous sequences deposited in
the NCBI-GenBank database using BLAST. Alignments were obtained independently
for each file using MAFFT v.7 [28] and refined with Gblocks v.091b [29] (or manually if
necessary). Nucleotide substitution models were selected under separated runs for
each dataset using the Akaike Information Criterion (AIC) with a confidence interval of
95% in jModelTest 2 v.2.1.10 [30]. The phylogeny was reconstructed through methods
of Bayesian Inference (Bl) using MrBayes v.3.2.2 [31]. For each dataset, three heated
chains and one cold chain were performed; each run consisted of Markov Chain Monte
Carlo (MCMC) sampling for two million generations [32]. Convergence occurred when
the standard deviation (SD) of the split frequencies fell below 0.01; the first 25% of
MCMC generations were discarded as “burn-in”. The final tree was edited on FigTree

v.1.4.0 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).


https://www.mdpi.com/2076-2607/8/8/1145/htm#B25-microorganisms-08-01145
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https://www.mdpi.com/2076-2607/8/8/1145/htm#B27-microorganisms-08-01145
https://www.mdpi.com/2076-2607/8/8/1145/htm#B28-microorganisms-08-01145
https://www.mdpi.com/2076-2607/8/8/1145/htm#B29-microorganisms-08-01145
https://www.mdpi.com/2076-2607/8/8/1145/htm#B30-microorganisms-08-01145
https://www.mdpi.com/2076-2607/8/8/1145/htm#B31-microorganisms-08-01145
https://www.mdpi.com/2076-2607/8/8/1145/htm#B32-microorganisms-08-01145
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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2.5. Accession Numbers
The sequences generated were deposited in GenBank under accession
numbers MN265889-MN266197.

2.6. Structure and Composition of Fungal Communities

Fungal diversity (abundance and species richness) was assessed by using the
inverse Simpson (1/D), Shannon, and Chao1 indices. Pearson’s correlation between
diversity indices and environmental data was performed and the results were
classified according to Schober et al. [33] as negligible (0 to 0.09), weak (0.10 to
0.39), moderate (0.40 to 0.69), strong (0.7 to 0.89), and very strong (>0.9). A dbRDA
analysis was carried out to visualize the relationship between environmental data
(standardized) and species distribution (Sorensen’s dissimilarity matrix). Variables
with VIF (Variance Inflation Factor) higher than 10 were excluded from the dbRDA.
Generalized linear models using negative binomial distribution were performed to test
the effect of environmental variables on species distribution. Statistical analyses were
performed using software R (version 3.6.3) and vegan v.2.5.6, mvabund v.4.1.3, and
BiodiversityR v.2.11.3 packages. The SIMPER (similarity percentage) [34] was
applied to explore the differences in the composition of the fungal communities and
to assess which taxa were primarily responsible for the differences found between

groups of samples using Past v. 2.17c.

3. Results

3.1. Fungi from Collins Glacier Soil Samples

A total of 309 filamentous fungal isolates were recovered from eleven soil
samples collected at the Collins Glacier. The isolates were recovered in PDA (30%),
MA2% (27%), BSA (23%), and diluted PDA (19%), indicating the applicability of these
media for the recovery of cultured Antarctic fungi. The greatest number of fungi was
isolated at 15 °C (63%). Some isolates were recovered only at 15 °C (six taxa), and
one from the genus Pholiota (Basidiomycota) only at 5 °C (Table S4).

Individuals belonging to the genera Pseudogymnoascus, Pseudeurotium,
Mortierella, and the order Helotiales were able to grow in all culture media and at both
incubation temperatures. A greater number of representatives of the genus
Pseudogymnoascus was isolated in PDA10X medium (22%) and at 5 °C (38%), of the

genus Pseudeurotium in MA (50%) at both temperatures (560% in each), of the genus
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Mortierella in PDA (45%) and 15 °C (81%), and Helotiales in PDA and BSA (29% in
each) with 57% of the isolated at 5 °C (Table S4).

The following taxa were recovered only in BSA medium: Passalora (5 °C),
Pholiota (5 °C), and Russulales (15 °C). Acremonium (5 °C and 15 °C), Gibellulopsis
(15 °C), and Schizophyllum (15 °C), isolated only in PDA medium and Thelebolus and
Xylaria only in MA medium and at 15 °C (Table S4).

Data from sequencing and phylogenetic analyses revealed the predominance
of Ascomycota (93.3%), comprising 15 genera, followed by Mortierellomycota (7.3%)

with one genus, and Basidiomycota (1.4%) with three genera (Figure 2 and Table S4).
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Figure 2. Proportions of filamentous fungal isolates (taxa) in the Collins Glacier retreated soil
samples.

Representatives of Ascomycota were affiiated with the genera
Pseudogymnoascus (65.0%), Pseudeutorium (7.0%), Oidiodendron (3.6%),
Herpotrichia (2.3%), Tricladium (1.9%), Acremonium (1.6%), Penicillium (1.6%),
Cladosporium (1.0%), Sarocladium (1.0%), Passalora (0.3%), Thelebolus (0.3%),
Xylaria (0.3%), Gibellulopsis (0.3%), and order Helotiales (4.5%).

The Basidiomycota phylum was represented by one isolate identified as
belonging to the order Russulales (0.3%) and three other isolates from the genera
Schizophyllum (0.3%) and Pholiota (0.6%).
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Representatives of the genus Mortierella (phylum of Mortierellomycota) showed
identity similarity with the species M. hyalina (100%), M. antarctica (99%), M. gamsii
(99%), and M. elongatula (95%) (Figure 2 and Table S5).

Pseudogymnoascus was the dominant genus (65%) with five different species.
Some isolates showed similarity with P. pannorum (99% identity) and P. verrucosus
(99% identity). Representatives of Pseudogymnoascus were recovered from all
samples and greater abundance was observed at the 150 m (17%) and 0 m (16%)
points. The genus Pseudeurotium was the most abundant at 0 m (68%) represented
by two different species, which showed sequence similarity with P. ovale (98%) and P.
hygrophilum (99%). Oidiodendron sp. was the most abundant at 200 m (73%) and
representatives of the Tricladium sp. were found only at 0 and 3 m (Figure 2 and Table
S5).

The Dothideomycetes class was represented by Cladosporium (100% identity
with the species C. xantochromaticum and C. halotolerans, recovered at 150 and 0 m,
respectively), Passalora sp. (recovered at 100 m), and Herpotrichia sp. (recovered at
150 and 350 m). The Sordariomycetes class was represented by Xylaria sp.,
Sarocladium sp., Acremonium sp., and Gibellulopis sp., which were recovered from
newly exposed soil samples (0 m) up to 150 m from the glacier retreat, and Thelebolus
sp., found only at 3 m from the glacier. The Eurotiomycetes class was represented by
Penicillium and Talaromyces. Penicillium sp., distributed between 0 and 400 m and
Talaromyces sp. only at 150 m (Figure 2 and Table S4). Most isolates to Helotiales
(86%) were recovered at 0 and 3 m and found up to 300 m from the retreating glacier
(Figure 2 and Table S5).

Concerning Basidiomycota, the results revealed the presence of two genera of
the order Agaricales (Schizophyllum and Pholiota) and one representative of the order
Russulales (recovered from soil collected at 150 m). Schizophyllum sp. showed 99%
identity with the specie S. commune, obtained at 100 m. The two representatives of
Pholiota showed 99% identity with P. baeosperma, obtained at 400 m.

Considering the number of taxa (Figure 2), the points nearest the glacier (0 and
3 m) showed six and seven genera, respectively. A higher number of isolates (n = 61)
was found at 0 m and a higher number of taxa (n = 12) was recovered at 150 m. At
800 m, only the most abundant genera (Pseudogymnoascus, Mortierella, and

Pseudeurotium) were found.
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Data related to the fungal molecular characterization (sequence similarity and
phylogenetic trees) are available in the Supplementary Materials (Table S3 and
Figures S1-S15).

3.2. Structure and Composition of the Fungal Communities

In general, the 50, 200, 250, 300, 350, and 800 m sites showed less richness
expressed in species numbers (S), ranging from 3 to 4. A similar trend was observed
for the N (individual numbers) values of the samples at 50, 100, 250, 350, and 400 m
(ranging from 14 to 18). In contrast, the samples collected at 200, 300, and 800 m
showed N ranging from 22 to 29, while the remaining samples (0, 3, and 150 m)
showed N above 40. The highest N and S were found at 0 m and 150 m from the
glacier, respectively.

Shannon index (H’), representing richness and dominance, ranged from 0.36 to
1.51. At 150 m, the highest species richness (1.51) and the greatest Chao1 diversity
(16.91) were observed (Table 1). This site also presented the largest number of
species (S = 12) and the second highest abundance (N = 55). Regarding the major
dominance expressed for the Simpson (D) index, represented by 1/A, the sample
collected at 400 m showed the highest value (D = 3.31).

Table 1. Indices and richness estimator (a-diversity) for the correlated sampled points in
meters from the retreating Collins Glacier.

Sample (Meters) S (N)* Shannon Inv-Simpson Chao1

0 6(61) 126 2.71 6
3 7(41) 126 2.43 8.46
50 4(15)  1.08 2.37 4
100 5(16)  0.91 1.73 10.63
150 12 (55)  1.51 2.49 16.91
200 4(29) 095 2.14 4
250 3(15)  0.63 1.51 3
300 3(22) 058 1.45 3
350 4(14)  0.90 1.85 4.46
400 5(18)  1.37 3.31 5
800 3(23) 0.36 1.19 3.96

*Note: S is the total number of fungal species; N is the total number of fungal isolates
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The similarity between the sampled points was demonstrated in a dendrogram
(Figure 3) based on Bray—Curtis distances. It was observed that the sampling sites
closest to the glacier (0 and 3 m) formed a cluster and presented greater similarity than
the remaining points. The grouping of 250 and 800 m sites showed the same number
of taxa (n = 3). The sampling point at 150 m showed a close relationship with the others
and is characterized by the greatest richness, the second highest abundance, and
highest number of newly emergent taxa. The samples collected at the 200, 300, 400,
and 350 m points showed high similarity, with only one taxon differing at 400 m
(Pholiota sp.).

Bray-Curtis Cluster Analysis (Single Link)
150m

350m

400m

300m

200m

100m
| 800m
250m

S0m

3m

Om

0 % (Similarity) 50 % 100 %

Figure 3. Dendrogram of the Bray—Curtis similarity measures for the filamentous fungi
recovered from the Collins Glacier retreat-exposed soil samples.

The results from the SIMPER analysis indicated Pseudogymnoascus (18.4%
avg. dissimilarity) and Pseudeutorium (4.5% avg. dissimilarity) as the taxa that most
contributed to generate the differences. These taxa combined accounted for 42% and
10% of the differences, respectively, while the remaining 17 genera were responsible
for 8 to 0.5% of the differences.

The results from the generalized linear models (GLM) revealed that the distance
from the glacier as well as P and clay were able to modify the structure of the fungal

community (p < 0.05) (Table 2).
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Table 2. Analysis of generalized linear models (GLM) between the cultivable fungus
community and the environmental variables of the Collins Glacier (Fildes Peninsula, South

Shetlands Archipelago, King George Island, Maritime Antarctica).

Variable

p-Value

Sample (meters)0.020

T
Silt
Clay

O.M.

pH

Ca
Mg
Fe
Cu
Mn

0.089
0.416
0.049
0.277
0.129
0.030
0.604
0.188
0.455
0.218
0.257
0.059

The dbRDA analysis showed that the distribution of Pseudeurotium spp. was

more associated with the highest levels of phosphorus (P) and manganese (Mn) and

lower levels of clay, while the distribution of the Pseudogymnoacus spp., was more

correlated to iron (Fe). The remaining isolates did not correlate to any environmental

conditions (Figure 4).
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Figure 4. Distance-based redundancy analysis (dbRDA) ordination based on the weighted
Sorensen distance with plotting of the environmental parameters and the fungal community at
each collection point.

The correlation analysis showed that the S correlated negatively (moderate) to
the distance from the glacier, while N correlated negatively to the distance from the
glacier and temperature, and positively to P, Fe, and Mn. The Shannon index showed
a moderate negative correlation with the distance from the glacier and the content of
organic matter. The Simpson (D) index correlated negatively to the distance from the

glacier, organic matter, and silt, and positively to calcium (Ca) (Figure 5).
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Figure 5. Pearson’s correlation between the diversity indices and environmental data.

4. Discussion

Considering that information on microbial structure over time associated with
environmental changes is essential to understand soil formation and the evolution of
microbial communities, we applied a chronosequence approach in melting the glacier
retreats [35,30].

In this study, we recovered a total of 309 filamentous fungi from the 11 Collins
Glacier retreated soil samples (collected at 0 to 800 m from the glacier). Filamentous
fungi were able to develop at both temperatures applied (5 and 15 °C). The higher
number of isolates retrieved from the soil samples at 15 °C possibly resulted from
temperature fluctuations in ice-free microhabitats and the higher temperatures
observed in maritime Antarctica in relation to the continent [37]. Even though most
fungi were retrieved in PDA, MA2%, and BSA media, 19% of the fungi were isolated
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in PDA10X diluted medium. Interestingly, the representative of the genus Thelebolus
was recovered only in the diluted medium.

Most of the filamentous fungi identified in this study belong to the phylum
Ascomycota. Studies based on culture-dependent and independent approaches have
reported the prevalence of Ascomycota in marine and terrestrial Antarctic
environments [38-42]. The exclusive use of culture-based fungal detection methods
can limit knowledge about fungal diversity. These techniques influence fungal
abundance measurements since some species readily grow on culture media to
present high rates of sporulation. In this sense, some very slow growing psychrophilic
fungi could be missed [38]. Additionally, many species of “unculturable” fungi are only
detected using molecular techniques [42]. However, previous research on soils from
Antarctica using culture-based methods and molecular techniques revealed that
approximately 2/3 of total taxa could be detected using culturing-based investigations
[38].

Our results highlight the dominance of the genera Pseudogymnoascus
(Ascomycota), Mortierella (Mortierellomycota), and Pseudeutorium (Ascomycota).
Since having been found in almost the entire chronosequence of glacier retreat from
soil freshly exposed to the oldest site, Pseudogymnoascus and Mortierella probably
present high adaptation to the Antarctic environment, which explains their
predominance. The genus Pseudogymnoascus includes species distributed worldwide
[43,44]. Representatives of this taxon are psychrophilic and able to grow at very low
temperatures (down to —20 °C) with occurrence reported for the soils of Arctic, alpine,
and Antarctic regions [41,45,46]. Moreover, Arenz et al. [38] suggest that this genus is
a prevalent taxon in Antarctica and generally has the ability to colonize and utilize
different carbon sources, playing a role in decomposition and nutrient cycling in this
environment. According to Lorch et al. [43], the diversity of Pseudogymnoascus must
be higher than previously inferred based on traditional taxonomic methods. Some of
the 200 isolates of Pseudogymnoascus obtained in this study could represent new
species, therefore, further studies should be conducted to elucidate their taxonomic
positions. Representatives of the cold-tolerant genus Mortierella were isolated at all
sites from 3 to 800 m. These results corroborate the previous reports related to the
prevalence of Mortierella in Antarctica [47-50]. Fungi belonging to this genus have
been isolated from different substrates of Antarctica such as permafrost [51],

macroalgal thalli [48], floating wood in seawater [52], mosses [53], rhizosphere of
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Deschampsia antarctica, and Colobanthus quitensis [46,54], soil [55], and marine
invertebrates [56]. Species representing the genus Pseudeurotium are endophytic and
have a cosmopolitan distribution [57], in addition to having been reported to be
associated with bat hibernacula [43,44,58,59]. Previous studies on fungi diversity in
the Antarctic Peninsula reported the presence of representatives of Pseudeurotium in
soil, wood, and sponges, in addition to marine and lake sediments [41,60,61]. The
following less abundant Ascomycota fungi (<5.0%) found in this study have already
been reported in Antarctic environments: Tricladium, Oidiodendron, Herpotrichia,
Acremonium, Penicillium, Talaromyces, Cladosporium, Sarocladium, and Thelebolus
[41,46,62—68]. However, it is worth highlighting that according to the literature,
representatives of Passalora, Gibellulopsis, and Xylaria had have never been reported
in this environment previously.

Filamentous fungi from the phylum Basidiomycota are decomposers and rarely
found in Antarctica. Most of the fungi from this group reported in maritime and
continental Antarctica are yeasts [41,46,60]. Fruiting of Basidiomycota (genera
Pholiota and Omphalina) has been reported on Deception Island [69], probably
introduced due to human activity. In this study, four isolates belonging to this phylum
were found, representing two genera of the orders Agaricales (Pholiota and
Schizophyllum) and Russulales. The literature presents only one report of
Schizophyllum commune occurrence in the Antarctic environment [70]. The fungal
isolates identified in this study belonging to the orders Helotiales and Russulales
presented low identity with fungal sequences deposited in the GenBank database,
suggesting that these isolates may represent new species or even genera. However,
to confirm this possibility, further molecular and conventional taxonomic experiments
should be carried out.

Even though anthropogenic influence on the abundance and diversity of fungal
species at low temperatures is still scarce [65], some studies have indicated that
anthropogenic action in the polar region can change the fungal species composition
and lead to the propagation of eurytopic species at low temperature [71] including
opportunistic pathogens and degraders [72]. In addition, many fungi associated with
points near the glacier were mostly saprophytic, and the most distant points showed
dominance of cosmopolitan fungi. These data corroborate with Dresch et al. [73], who
found that many fungal taxa might present an alternative saprobial lifestyle in snow-

covered areas.
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The fungi found throughout the Collins Glacier retreated soils are cosmopolitan.
According to Cox et al. [74], endemic and cosmopolitan fungi may have different
dispersal strategies and degrees of adaptations to the extreme environment of these
soils. Distribution patterns of microbes can influence their abundance in communities.
In this study, Xylaria, Sarocladium, Acremonium, and Gibellulopis (representing the
Sordiomycetes class) were recovered from newly exposed soil samples (up to 150 m
from the retreating glacier). This result indicates the impermanence of these genera
during the primary succession over the years. Species belonging to these genera are
known as saprotrophs and pathogens of a number of plants [75].

Data from sequence and phylogenetic analyses revealed fungal communities in
different developing soils formed after the retreat of the Collins Glacier. At the points
where the soil was freshly exposed and moist due to water flowing from the glacier
(near the glacier), the number of taxa varied from four to seven. Snow cover is an
excellent thermal insulator and could enable and promote the growth of active soil
microbiota. Disregarding the 150 m point, with 12 taxa, the successive sampling points
showed a decrease in the number of taxa (n = 3 to 5). At 800 m, where the sample
was centuries old, only three taxa were recovered.

Our results indicate that the distance from the glacier is associated with a
change in fungal communities (Table 2) with a lower number of species (S) and isolates
(N) as well as lower diversity (based on Shannon and Simpson). Such reduced
diversity probably results from the dominance of stronger organisms and the selection
pressure exerted by higher temperature, altered soil composition, and extreme
conditions of the Antarctic environment. According to Trowbridge and Jumpponen [76],
successional age is one of the main factors that defines fungal communities and
selects the members to establish and survive successfully.

Several atmospheric variables and soil characteristics modified by the
weathering process over the years are capable of modifying the community of
microorganisms present in these environments. The GLM analysis performed in this
study found P and clay to be decisive for the differences in fungal communities.
Pearson’s correlation showed a moderate correlation between the indices of wealth
and diversity and some environmental variables such as T (°C), organic matter, P, Ca,
Fe, Mn, and silt. By applying a structural equation model (SEM), Siciliano et al. [77]
verified the effect of the soil nutrients set, in addition to pH, on fungi structure in glacial

soil. Canini et al. [42] reported the effects of Ca, Mg, K, pH, silt and clay on the
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abundance of certain fungi groups in Antarctica soil. Our results did not indicate any
influence of pH on fungal community, possibly because this variable does not vary very
much between samples (5.6 to 6.1).

Our results revealed important characteristics of the distribution of the cultured
fungal community in soils of the retreated Collins Glacier. This habitat shelters a
cultivable fungal community with low diversity and richness, mainly represented by
Ascomycota and cosmopolitan fungi. Such a low abundance of species may explain
the absence of patterns related to environmental characteristics. The genera
Pseudogymnoascus and Pseudeutorium responded to environmental variations
corresponding to distance from the glacier, phosphorus, and clay.

The low diversity of the Antarctic ecosystem is a consequence of its extreme
conditions, especially low temperatures and water availability [78], which complies with
data globally reported for fungi indicating lower richness from the mid-latitudes to the
poles [79,80]. In addition to these adversities, other variables including competition
between species can shape the microbial community. Our findings highlight the
importance of studies on fungal communities in extreme environments, especially in

areas that are more susceptible to impacts of global warming.
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Table S1. Data for the soil samples collected at Collins Glacier (Fildes Peninsula, South

Shetlands Archipelago, King George Island, Maritime Antarctica).

Site Geographic Average
(meters) coordinate T (°C)
0 62° 09.821'S 58° 55.373'W 0.9

3 62° 09.821'S 58° 55.377'W 5.1
50 62° 09.821'S 58° 55.373'W 2.7
100 62° 09.804'S 58° 55.506'W 3.9
150 62° 09.794'S 58° 55.560'W 3.6
200 62° 09.790'S 58° 55.599'W 4.9
250 62° 09.782'S 58° 55.658'W 4.5
300 62° 09.776'S 58° 55.712'W 3.5
350 62° 09.766'S 58° 55.771'W 4.5
400 62° 09.753'S 58° 55.825'W 4.5
800 62° 09.674'S 58° 56.249'W 2.5
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Table S2. Physicochemical parameters of the eleven soil samples collected at Collins Glacier
(Fildes Peninsula, King George Island, Antarctica).

Organic p K Ca Mg Cu Fe Mn zn Al
Sample Matter (mmole.dm (mmole.d (mg.dm" (mg.dm  (mg.dm (mg.dm (gkg- (gkg-
(meters) T°C pH (g.dm”) (mg.dm?) (mmolc.dm™) ) m=) %) %) %) %) ") ")
Om 09 6.15 369 11,9 197 101 4.1 67 38.7 04 162 52
3m 51615 320 9.9 236 110 4.2 64 12.8 0.3 129 52
50m 27616 340 7.9 210 125 4.6 45 10.3 0.2 102 82
100m 396 4 269 6.7 153 136 2.8 67 4.4 04 236 52
150m 3.6 5.8 7 277 9 170 92 3 66 5.3 0.5 307 78
200m 49575 230 7.2 139 103 3.3 54 6.6 0.5 338 156
250m 45618 313 84 245 98 3.1 35 6.8 04 415 78
300m 35579 270 6.6 119 81 4.5 77 4 0.6 345 131
350m 45565 262 14.8 277 87 2 53 2.3 0.3 181 78
400m 4556 6 257 16.2 470 78 1.6 39 1.7 0.2 125 77

800m 2.5 5.7 17 274 16.2 266 72 2.2 73 1.5 0.3 174 77
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Table S3. Taxonomic affiliation of the Antarctic fungi isolated from samples collected at Collins
Glacier (Fildes Peninsula, King George Island, Antarctica).

Accession ID N° of
Fungal identification BLAST Number (%) isolates
Oidiodendron truncatum UAMH
Oidiodendron sp. 1399 NR111036 99 11
Herpotrichia sp. Herpotrichia juniperiTR_Cl_4 18S HM853976 98 7
Passalora sp. Passalora loranthiC8a8 JX436780 100 1
Pseudeurotium sp1  Pseudeurotium ovale CBS 389.54 NR145346 98 7
Pseudeurotium sp2 Pseudeurotium hygrophilum NR111128 99 15
Acremonium sp. Acremonium cereale IHBF 2215 MF326602 99 5
Sarocladium implicatum CBS
Sarocladium sp. 397.70A MH859761 98 3
Thelebolus sp. Thelebolus microsporus Ant170 MG586989 100 1
Xylariasp. Xylaria multiplex 1005 KP133436 99 1
Pholiota sp. Pholiota baeosperma TFB8315 KY559332 99 2
Helotiales sp. Helotiales sp. UFMGCB 12371 MK889360 99 14
Schizophyllum commune CBS
Schizophyllum sp. 579.83 MH861655 99 1
Gibellulopsis sp. Gibellulo psispiscis CBS 892.70 NR_ 145354 99 1
Mortierella sp1 Mortierella gamsii CBS 749.68 NR_152954 99 3
Mortierella sp2 Mortierella hyalina CBS 223.35 NR16354 100 2
Mortierella sp3 Mortierella antarctica CBS 609.70 NR111580 99 8
Mortierella sp4 Mortierella elongatula CBS 488.70 NR111582 95 9
Tricladium sp. Tricladium minutum JQ412863 95 6
Cladosporium xantochromaticum
Cladosporium sp1 CPC11609 EF679356 100 2
Cladosporium halotolerans CBS
Cladosporium sp2 130257 MH865505 100 1
Talaromyces funiculosus CBS
Talaromyces sp. 126817 MH864243 100 3
Penicillium sp. Penicilliumsp. MCCCO001 MN481191 100 5
Pseudogymnoascus  Pseudogymnoascus verrucosus
sp1 UAMH 10580 DQ117441 99 2
Pseudogymnoascus  Pseudogymnoascus pannorum
sp2 CBS 127774 MH864770 99 4
Pseudogymnoascus
sp3 Pseudogymnoascus sp. LW65 MH128228 99 84
Pseudogymnoascus  Pseudogymnoascus pannorum
sp4 UAMH 1030 DQ117436 99 1
Pseudogymnoascus Pseudogymnoascus sp.
sp5 CCMGES55 MH790447 99 109
Total 309
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Table S4. Number of filamentous fungi isolated per taxa from the Collins Glacier retreated soll
samples, using different culture media and two temperature of the incubation.

5°C 15°C

PDA PDA10X MA BSA PDA PDA10X MA BSA
Ascomycota
Pseudogymnoascus 24 14 21 15 30 34 33 29
Pseudeutorium 3 1 3 4 1 1 8 1
Tricladium 2 - 1 - - - 3 -
Oidiodendron 1 1 - 1 2 3 - 3
Herpotrichia 2 - 2 - 2 - 1 -
Acremonium 3 - - - 1 - - -
Penicillium - 1 1 1 2 - - -
Talaromyces - - - - 1 - - 2
Cladosporium - - - 1 1 - - 1
Sarocladium 1 - - - 1 - - 1
Passalora - - - 1 - - - -
Thelebolus - - - - - - 1 -
Xylaria - - - - - - 1 -
Gibellulopsis - - - - 1 - - -
Helotiales 4 1 1 2 1 2 - 3
Basidiomycota
Schizophyllum - - - - 1 - - -
Pholiota - - - 2 - - - -
Russulales - - - - 1 - - -
Mortierellomycota
Mortierella 1 - 3 - 10 3 4 1

41 18 32 28 55 44 50 41
Total

119 190
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Table S5. Taxonomic affiliations of the filamentous fungi isolated from the Collins Glacier
retreated soil samples

Distance from glacier (m) FR
TAXON Total ,,, 4
0 3 50 100 150 200 250 300 350 400 800 (%)
Ascomycota
Pseudogymnoascus - - 1 1 - - - - - - - 2 0.65
sp1
Pseudogymnoascus 4 - - - - - - - - - - 4 1.29
sp2
Pseudogymnoascus 24 23 9 9 6 6 2 - - - 5 84 27.18
sp3
Pseudogymnoascus - 1 - - - - - - - - - 1 0.32
sp4
Pseudogymnoascus 5 1 - 2 24 12 10 18 10 8 19 109 35.28
spS
Pseudeutoriumsp1 5 1 - - 1 - - - - - - 7 2.27
Pseudeutoriumsp2 10 2 - 1 - - 1 - - - 1 15 4.85
Tricladium 4 2 - - - - - - - - - 6 1.94
Oidiodendron - - - - 8 - - - 2 - 11 3.56
Herpotrichia - - - - 5 - - - 2 - - 7 2.27
Acremonium - 5 - - - - - - - - - 5 1.62
Penicillium 2 - - - 1 - - - 1 1 - 5 1.62
Talaromyces - - - - 3 - - - - - - 3 0.97
Cladosporium sp1 - - - - 2 - - - - - - 2 0.65
Cladosporium sp2 1 - - - - - - - - - - 1 0.32
Sarocladium - 1 - - 2 - - - - - - 3 0.97
Passalora - - - 1 - - - - - - - 1 0.32
Thelebolus - - 1 - - - - - - - - 1 0.32
Xylaria - - - - 1 - - - - - - 1 0.32
Gibellulopsis - - - - 1 - - - - - - 1 0.32
Helotiales 6 6 - - - 1 - 1 - - - 14 4.53
Basidiomycota
Schizophyllum - - - 1 - - - - - - - 1 0.32
Pholiota - - - - - - - - - 2 - 2 0.65
Russulales - - - - 1 - - - - - - 1 0.32
Mortierellomycota
Mortierella sp1 - - - - 1 - - - - 2 - 3 0.97
Mortierella sp2 - - 1 - - - - - - - 1 2 0.65
Mortierella sp3 - - 2 - - - 2 3 - - 1 8 2.59
Mortierella sp4 - - - 1 - 2 2 - 2 2 - 9 291
Total 61 41 15 16 55 29 15 22 14 18 23 309 100

' FR (%) = Relative frequency of isolate.



71

' Oidodendron truncatum MH858510
Ofdiodendion truncatum MH858510
Oidiodendron truncatum NR111036 T

=T T

L'  Oidiodendion tuncatum AY624313
Qidiodendron griseum AF062793
Oidiodendron nigrum MHB865155
Oidiodendiron reticulatum AJ634699
Oidiodendron tenuissimum MHB864345
Oidiodendron griseum MH865155
' Oidiodendron eucalypti MH327803
i L Oidiodendron eucalypti NR160624 T
! Oidiodendron tenuissimum AY624309
L Oidiodendron setiferutn LN833544
Oidiodendron setiferum NRO77127 T
Oidiodendron fuscum AF062807
L Oidiodendron flavum MH857144

061

s Oidiodendron maius MHB57065
086 Oidiodendron maius MHB59333
t 1

Oidiodendron maius NR111034 T
L Oidiodendron citrinum NR111033 T

. % Oldiodendron chlamydosporicum LN833543
4E Oidiodendron chlamydosporicum NR111032 T
. I Oidiodendron cereale MH857578.
1 ! Oidiodendron cereale MH855282
: Oidliolendiron echinulatum MH858509
! Oidiodendron periconioides MH859058
Oidiodendron periconioides MH864342
! Ofdiocendron flavum MH860165

056
t Cidiodendion rhodogenum MHB57466

Amoiphotheca resinae NR119450 T

08

1

002

Figure S1. Phylogenetic analysis of Oidiodendron species isolated in this study, with
sequences of the closest species deposited in GenBank. The tree was built based on the ITS
region sequences using Bayesian Inference.
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Figure S2. Phylogenetic analysis of Herpotrichia species isolated in this study, with sequences
of the closest species deposited in GenBank. The tree was built based on the ITS region
sequences using Bayesian Inference.
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Figure S3. Phylogenetic analysis of Passalora species isolated in this study, with sequences
of the closest species deposited in GenBank. The tree was built based on the ITS region
sequences using Bayesian Inference.
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Figure S4. Phylogenetic analysis of Pseudeurotium species isolated in this study, with
sequences of the closest species deposited in GenBank. The tree was built based on the ITS
region sequences using Bayesian Inference.
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Figure S5. Phylogenetic analysis of Sarocladium and Acremonium species isolated in this
study, with sequences of the closest species deposited in GenBank. The tree was built based
on the ITS region sequences using Bayesian Inference.



76

[ Thelebolus microsporus MG586989
L Thelebolus microsporus MH857120
I Thelebolus microsporus AY957551

I Thelebolus globosus KM822751

1 I Thelebolus balaustiformis NR153056 T

I Thelebolus giobosus MK460406

I Thelebolus globosus MK889367

|L Thelebolus sp. GU004191

[ Thelebolus globosus JX171196

! Thelebolus microsporus AY957554
L Thelebolus giobosus NR138367 T

1

o2 ~ Thelebolus sp MG195913

I Thelebolus stercoreus MHB60784

|L Thelebolus spongiae NR159057 T

| Thelebolus polysporus MH857807
| Thelebolus stercoreus MH857816
! Thelebolus ellpsoideus NR160216 T
n%
L Thelebolus elipsoideus KM816688
1 Thelebolus stercoreus MH859395

DL
! Antarctomyces psychrotrophicus MK889356

! Trichobolus zukali MH859397

Figure S6. Phylogenetic analysis of Thelebolus specie isolated in this study, with sequences
of the closest species deposited in GenBank. The tree was built based on the ITS region
sequences using Bayesian Inference.
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Figure S7. Phylogenetic analysis of Xylaria specie isolated in this study, with sequences of
the closest species deposited in GenBank. The tree was built based on the ITS region

sequences using Bayesian Inference.
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Figure S8. Phylogenetic analysis of Pholiota species isolated in this study, with sequences of
the closest species deposited in GenBank. The tree was built based on the ITS region
sequences using Bayesian Inference.
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Figure S9. Phylogenetic analysis of Helotiales order isolated in this study, with sequences of
the closest species deposited in GenBank. The tree was built based on the ITS region

sequences using Bayesian Inference.
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Figure S10. Phylogenetic analysis of Schizophyllum specie isolated in this study, with
sequences of the closest species deposited in GenBank. The tree was built based on the ITS
region sequences using Bayesian Inference.
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Figure S11. Phylogenetic analysis of Gibellulopsis specie isolated in this study, with

sequences of the closest species deposited in GenBank. The tree was built based on the ITS
region sequences using Bayesian Inference.



82

Morverella camargensis JOTS49
1
Mortersila claussenii DETE012

Mortiorslla carmargensis MHBSTTES
‘ﬁ Mortersila camrgensis NR111577 T
Mortiersil schucker NRTHST8 T

Motiorolla acrolona NR 111574
Mortiereila zychae JXGTS062
umwm
Mrtiorsila hyaiina NRIBISA2 T

Motorella s MFS15072

! Mtersiia fimtricystis KP4115T9
wezs7

 Motorsla corgetda MESE811
Mutersila slongatuda NR111582 T




83

Figure S12. Phylogenetic analysis of Mortierella specie isolated in this study, with sequences
of the closest species deposited in GenBank. The tree was built based on the ITS region

sequences using Bayesian Inference.
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Figure S13. Phylogenetic analysis of Tricladium specie isolated in this study, with sequences
of the closest species deposited in GenBank. The tree was built based on the ITS region

sequences using Bayesian Inference.
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Figure S14. Phylogenetic analysis of Pseudogymnoascus specie isolated in this study, with
sequences of the closest species deposited in GenBank. The tree was built based on the ITS
region sequences using Bayesian Inference.
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Figure S15. Phylogenetic analysis of Cladosporium specie isolated in this study, with
sequences of the closest species deposited in GenBank. The tree was built based on the ITS

region sequences using Bayesian Inference.



CAPITULO 2

Diversidade e Sucessao Ecoldgica de Fungos Antarticos de Solo do

Recuo da Geleira Collins e Baranowski
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Resumo
As geleiras cobrem cerca de 10% da area terrestre do planeta Terra, porém estao
recuando rapidamente e muitas poderdo desaparecer em algumas décadas. O rapido
descongelamento das geleiras leva a formagao de novos terrenos, consistindo em
detritos minerais colonizados por micro-organismos. Apesar da importancia da
microbiota pioneira em desencadear a formacdo de ecossistemas terrestres, suas
fontes (enddgenas versus exogenas) e identidades permanecem desconhecidas.
Nosso entendimento das consequéncias ecoldgicas do recuo das geleiras melhorou
significativamente na ultima década, mas ainda ndo temos uma estrutura abrangente
para prever as respostas da biodiversidade ao recuo das geleiras globalmente, em
diversos habitats e para os diferentes taxons. No presente trabalho, o metabarcoding
de DNA de amostras do transecto de duas geleiras Antarticas com datagéo de recuo
distintas forneceu informacgdes sobre a diversidade, composi¢ao das comunidades
fungicas, aprofundando nosso conhecimento sobre como elas estao relacionadas a
diferentes variaveis ambientais. As geleiras Baranowski e Collins apresentaram
diferengas na composi¢cao das comunidades fungicas, com predominancia de fungos
pertencentes aos Filos Ascomycota e Basidiomycota. A composi¢ao da comunidade
foi espacialmente auto-correlacionada e parece ser motivada por diferentes fatores
ambientais, tais como argila, Ca e Mn. Esses resultados sédo de particular interesse,
pois fornecem uma ampla caracterizacdo dos parametros que determinam a

colonizac&o do solo em um ambiente tdo limitador.

Palavras chave: Antartica; Diversidade microbiana; Recuo de geleiras;
Metabarconding DNA.
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INTRODUCAO

A Antartica esta passando por rapidas mudancgas climaticas. A temperatura do
ar na superficie da regido, que abrange amplamente a Peninsula Antartica aumentou
até 2,8 °C nos ultimos 50 anos, a taxas muitas vezes superiores a média
global (ADAMS et al., 2009; TURNER et al., 2014). Com o aumento da temperatura
do ar, as geleiras da ilha Rei George, a maior das ilhas Shetland do Sul, localizada na
Peninsula Antartica, tem sofrido recuo e perda de espessura do gelo (RUCKAMP et
al., 2011).

A maior parte das geleiras antarticas estado recuando, levando a formagéo de
novos ecossistemas terrestres (COOK et al., 2005). Os ecossistemas de geleiras tém
sido amplamente utilizados para investigar o estabelecimento natural de comunidades
microbianas em ambientes terrestres e a dinamica da formagao do solo (ZUMSTEG
et al., 2012; BAJERSKI; WAGNER, 2013; RIME et al., 2015; EDWARDS et al., 2014).
Quando o gelo da geleira derrete, rochas aprisionadas, sedimentos e detritos finos
sao liberados e 0s micro-organismos pioneiros presentes nesses detritos iniciam a
formagdo do solo por intemperismo em minerais rochosos e incorporam matéria
organica (FREY et al., 2010; SMITTENBERG et al., 2012). O conhecimento sobre a
dispersao de micro-organismos e como eles colonizam habitats recém expostos é
essencial para a compreensao dos padroes biogeograficos da diversidade microbiana
(MARTINY et al., 2006; TEDERSOO et al., 2012).

As comunidades de micro-organismos eucariotos encontrados nesses solos
refletem as duras condi¢des ambientais, com variagdes em todo o gradiente latitudinal
nas ilhas subantarticas, Peninsula Antartica e nos ecossistemas antarticos
continentais (VAN HORN et al., 2013). Varios estudos examinaram comunidades
fungicas em solos de recuo de geleiras e seus resultados revelaram que o tempo
decorrido desde a deglaciagao tem grandes efeitos na composi¢gdo da comunidade
fungica (DAVEY et al., 2015; BLAALID et al., 2012; BROWN; JUMPPONEN, 2015).
No entanto, as mudancas climaticas vem perturbando as interacdes entre espécies
forcando as mesmas a se adaptarem, migrarem e serem substituidas por outras, ou
serem extintas. Newsham et al. (2016) propde que o atual aquecimento rapido na
Antartica maritima (0,34° C por década (TURNER et al., 2014) ) facilitara a
colonizacao do solo por uma diversidade mais ampla de fungos do que atualmente,
com dados de modelos de regressao sugerindo aumentos de 20 a 27% na riqueza de

espécies de fungos nos solos até 2100.
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Os fungos do solo tém papéis ecoldégicos fundamentais como decompositores,
patdogenos e simbiontes (TEDERSOO et al., 2014). Alteragbes em sua diversidade
decorrentes das mudancgas climaticas podem ter efeitos substanciais nos
ecossistemas, particularmente naqueles em rapido aquecimento que contém poucas
espécies (SETALA; MCLEAN, 2004; TIUNOV; SCHEU, 2005).

Embora os efeitos das mudancas climaticas na Antartica maritima tenham se
tornado evidente, os conhecimentos sobre as respostas microbianas do solo ao
aquecimento na regido ainda sao muito limitados. Neste contexto, o presente trabalho
teve como foco o estudo de diversidade de fungos em solos de recuo das geleiras
Baranowski e Collins localizadas na Ilha Rei George e com retragcbes datadas em
tempos distintos. A geleira Baranowski esta localizada na costa oeste da Baia do
Almirantado, sendo considerada a geleira com recuo mais rapido em comparagéo com
as outras geleiras localizadas na Baia. A area de recuo entre 1979 e 2015 é igual a
0,73 km? (SZILO et al., 2017). A geleira Collins esta localizada na regido noroeste da
Peninsula Antartica e vem respondendo lentamente as mudangas climaticas
regionais, ao ritmo de décadas ou mesmo séculos e a atual fase de recuo continuo e
rapido pode ser atribuivel ao recente aquecimento regional (SIMOES et al., 2015).
Comparativamente a geleira Collins a geleira Baranowski apresentou para o periodo
analisado (1956 até 2017), maiores taxas de retragdo, apresentando 0,3 km?/ano,
assim como maiores perdas percentuais de suas areas desde 1956 (PERONDI,
2018).

Para investigar as comunidades de fungos associadas aos estagios de
desenvolvimento do solo na cronossequéncia da geleira Baranowski e Collins foi
utilizado o sequenciamento de nova geracgao da regido metabarcoding ITS.

O presente trabalho buscou responder: (1) Qual a diversidade e composi¢ao
da comunidade de fungos em solos de recuo de geleiras Antarticas? (2) A diversidade
e a composicao das comunidades de fungos variam entre o recuo das duas geleiras
estudadas? (3) Quais fatores ambientais moldam os grupos fungicos caracteristicos
desses habitats?

Os resultados obtidos no presente estudo foram de extrema importancia para
uma melhor compreensao sobre a micobiota nos solos do recuo da geleira Collins e

Baranowski.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras

As amostras de solo de recuo da geleira Collins utilizadas no presente trabalho
foram coletadas em fevereiro de 2015, durante a fase IV da OPERANTAR XXXIII. As
amostras referentes ao solo de recuo da geleira Baranowski foram coletadas em
dezembro de 2015, durante a fase IV da OPERANTAR XXXIV (Tabela1; Figura 1).
Todas as amostras foram armazenadas em sacos plasticos estéreis e mantidas sob
refrigeracdo. Para o presente estudo, foram selecionadas 6 amostras de diferentes
pontos do recuo da geleira Collins e Baranowski (0, 50, 100, 200, 300 e 400 m) e as

respectivas réplicas de cada ponto.

Tabela 1. Pontos de coleta das amostras em metros e coordenadas geograficas dos solos
associados a cronossequéncia do recuo das geleiras Baranowski e Collins.
Distancia da geleira

Geleira (Metros) Coordenadas geograficas
0 62°11.556'S 58°26.562'W
Baranowski 50 62°11.548'S 58°26.508'W
100 62°11.549'S 58°26.474'W
200 62°11.538'S 58°26.407'W
300 62°11.878'S 58°26.569'W
400 62°11.866'S 58°26.456'W
0 62° 09.821'S 58° 55.373'W
50 62° 09.821'S 58° 55.390'W
Collins 100 62° 09.804'S 58° 55.506'W
200 62° 09.790'S 58° 55.599'W
300 62° 09.776'S 58° 55.712'W

400 62° 09.753'S 58° 55.825'W
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Figura 1. llha Rei George, Peninsula Fildes (A); Recuo da geleira Collins (B); Recuo da geleira
Baranowski (C)

2.2. Analises fisico-quimicas do solo

Todas as amostras de solo analisadas neste trabalho foram avaliadas em
laboratério quanto aos seguintes parametros fisico-quimicos: micronutrientes (cobre,
ferro, manganés e zinco), matéria organica, pH, fosforo, potassio, calcio, magnésio,
silte, argila e areia. Estas analises foram realizadas por terceirizacdo de servigo no
Departamento de Ciéncia do Solo, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
Universidade de Sdo Paulo (ESALQ/USP).

2.3. Extracao de DNA

A extracao de DNA gendmico total das amostras de solo foi realizada utilizando
o kit Mobio Power Soil DNA lIsolation Kit (MO-BIO Laboratories, Carlsbad, CA, USA)
segundo o protocolo do fabricante. A integridade e concentracao final de DNA foi

avaliada, respectivamente, em eletroforese em gel de agarose 1% (v/v) preparado em
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tampao TAE 1X (Tris 0,04 M, acido acético glacial 1M, EDTA 50 mM, em pH 8) e

quantificado em Nanodrop.

2.4. Amplificagdao do DNA gendémico extraidos das amostras de solo de
recuo da geleira Collins e Baranowski

Para os estudos de diversidade dos fungos filamentosos foi realizado a
amplificagdo da regido ITS1,  utiizando os primers ITS1F (%
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTTGGTCATTTAGAGGAAGTA
A-3’) (GARDES; BRUNS, 1993) e ITS2
(5GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCTGCGTTCTTCATCGAT
GC) (WHITE et al., 1990). Para a reacgao foi utilizado 2 pyl de DNA, 12,5 ul 2x KAPA
HiFi HotStart ReadyMix e 9 pl de agua MiliQ. As condi¢cdes utilizadas para a
amplificacdo foram: 95°C por 5 min; 30 ciclos de 95°C 30 s, 56°C por 30 s, 72°C por
30 s e 72°C por 5 min. Os amplicons foram purificados com o kit AMPure XP beads
(BeckmanCoulter) e em seguida foram quantificados em Nanodrop. Para os solos de
recuo da geleira Collins foi possivel realizar as amplificagdes em triplicata, porém para
os solos de recuo da geleira Baranowski as amplificagdes foram realizadas em
duplicata. O total de 30 amostras foram sequenciadas na plataforma Miseq lllumina

pela empresa Macrogen(Coreia do Sul).

2.5. Analises de bioinformatica

O fluxo de trabalho de analise de bioinformatica dos dados dos amplicons foram
resumidos em quatro etapas principais: (i) pré-processamento, (ii) selecdo de ASV
(amplicons sequence variant) um analogo de alta resolugdo da tabela OTU

tradicional, (iii) classificagdo taxonémica, e (iv) visualizagao e analise estatistica.

2.5.1. Pré-processamento

2.5.1.1. Andlises das Sequéncias Obtidas pela Plataforma Miseq lllumina

As sequéncias geradas no sequenciamento foram exportadas para arquivos
em formato fastq que sao arquivos de sequéncias em formato texto contendo as bases
sequenciadas com os respectivos valores de qualidade na escala PHRED. A
qualidade das amostras brutas, obtidas apds o sequenciamento, foi avaliada utilizando
a ferramenta FastQC versao 0.11.9

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).
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2.5.1.2. Extracao da regiao ITS

Para essa etapa realizamos a extragao da regido ITS1 utilizando a ferramenta
ITSxpress (RIVERS et al.,, 2018), disponivel no programa QIIME2 (Quantitative
Insights Into Microbial Ecology). De acordo com Nilsson et al. (2009), a remog¢ao das
regides observadas em torno do ITS resulta em uma classificagdo taxondmica mais

precisa.

2.5.1.3. Filtragem das sequéncias ITS

As sequéncias foram filtradas pelo algoritmo de denoising utilizando o programa
DADA2 (CLALLAHAN et al., 2015), um pacote aberto implementado na linguagem R.
Essa ferramenta foi utilizada para modelagem e corregéo de erros de amplicons sem
a construcao de unidades taxonémicas operacionais (OTU). No processo de filtragem
dos dados os reads nao foram truncados para um comprimento fixo, pois essa
abordagem remove variantes reais do ITS com comprimentos menores que o
comprimento do truncamento. A filtragem dos dados em FASTQ foi realizada para
cortar as bases ambiguas (Ns), por meio da fungao filterAndTrim. Posteriormente, foi
utilizada a ferramenta cutadapt para emocao dos primers e adaptadores localizados.
Os perfis de qualidade dos arquivos foram verificados por meio da fungao
plotQualityProfile. A filtragem de arquivos FASTQ foi realizada para eliminar os reads
com menos de 50 pares de base (bp) e os “erros esperados”.

O algoritmo DADAZ2 faz uso de um modelo de erro paramétrico e cada conjunto
de dados de amplicons possui um conjunto diferente de taxas de erro. O método
learnErrors (Taxas de erro) realiza a estimativa de erros, onde as taxas de erros séo
aprendidas (por aprendizado de maquina) a partir dos dados, alternando a estimativa
das taxas de erro e a inferéncia da composi¢cao da amostra até que eles convirjam em
uma solucao consistente. Como em muitos problemas de aprendizado de maquina, o
algoritmo deve comecgar com um palpite inicial, para o qual sao usadas as taxas de
erro maximas possiveis nesses dados (as taxas de erro se apenas o reads mais
abundante estiver correta e todo o restante for erro). Diferentemente de outros, esse
pipeline realiza a fusdo de paired-endreads apds a etapa denoising. Isso ocorre
porque o algoritmo de denoising usa a relagdo empirica entre o indice de qualidade e
as taxas de erro, atingindo maior precisdo através do desmembramento antes da

fusdo. Como a fuséo ocorre apds a etapa denoising, € necessaria sobreposigao exata,


http://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/index.html
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sem mismatches, uma vez que se espera que quase todos os erros de substituicao ja
tenham sido removidos. Em seguida, as quimeras sdo removidas.

Apos o processamento inicial dos dados, as taxonomias foram atribuidas a
cada ASVs (Amplicon Sequencing Variants) utilizando uma implementagdo do
programa DADA2 do método de classificador bayesiano ingénuo para essa finalidade.
A fungao assignTaxonomy toma como entrada um conjunto de sequéncias (ASVs) a
serem classificadas e um conjunto de treinamento de sequéncias de referéncia com
taxonomia conhecida e atribui unidades taxonédmicas com pelo menos a confianga de
inicializagdo do minBootbootstrap. O banco de dados de referéncia da regido ITS,
UNITEE (https://unite.ut.ee/) foi utilizado como referéncia para classificacdo. O
pipeline  completo utilizado para essa etapa esta disponivel em
https://benjjneb.github.io/dada2/ITS_workflow.html.

2.6. Métodos estatisticos

As tabelas de taxonomia e contagem de leitura construidas no DADA2 foram
adequadamente convertidas e importadas para o pacote phyloseq (1.32.0)
(MCMURDIE; HOLMES, 2013) no software R (4.0.2) para a exploragao dos dados e
andlises estatisticas. O numero de ASVs compartiihadas entre amostras foi
visualizado usando o pacote ggplot2 (WICKHAM, 2009) e phyloseq.

Para compreender a estrutura principal do microbioma utilizamos a analise de
Core do microbioma (Core Microbiome) por meio do pacote Microbiome (LEO LAHTI
et al.,, 2017). Para analise, foi considerado o valor 50% de prevaléncia e 1% de
abundancia relativa das amostras.

Adicionalmente, foi realizado uma analise de espécies indicadoras para
identificar padroes de associagao taxon-habitat. Este procedimento identifica as ASVs
como espécies indicadoras independentemente de sua abundancia no conjunto total
de dados. Essa analise foi realizada com a fungao multipatt (numero de permutacdes
=99.999) implementada no pacote indicspecies (DE CACERES et al., 2010) para
identificar OTUs, levando a alteracdes nos padrées multivariados.

A diferenga na abundéncia de Filo foi realizada através de um teste multivariado
de diferengas na composicao geral entre os grupos de amostras das geleiras. Esse
teste foi implementado usando o pacote HMP (LA ROSA et al., 2011), onde
basicamente uma distribuicdo Dirichlet-Multinomial € assumida para os dados e o

teste de hipdtese nula é conduzido testando uma diferenga na localizagao (distribuigéo


https://unite.ut.ee/
about:blank
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meédia de cada taxa) entre os grupos responsavel pela super-dispersdo nos dados da
contagem.

O agrupamento hierarquico foi utilizado para examinar como as amostras se
agrupam com relacdo a medida de (dis)similaridade taxonémica. Para isso os dados
foram transformados por meio da ferramenta Deseq2 (LOVE et al., 2014 ) e calculado
utilizando a distancia Euclidiana.

Avaliamos a abundancia diferencial entre as amostras das geleiras Collins e
Baranowski por meio da ferramenta Deseq. O Deseg2 € um modelo que utiliza a
distribuicdo binomial negativa. O mecanismo foi incluido como co-variavel em todos
os modelos e ASVs com um valor de p corrigido pela taxa de descoberta falsa (FDR)
de Benjamini-Hochberg (FDR)<0,1 relatado.

Para avaliar e comparar as diferencas na diversidade alfa das amostras foram
calculados os indices de entropia de Shannon, que mede o grau de incerteza em
prever a que espécie pertencera um individuo escolhido, ao acaso, de uma amostra
com S espécies e N individuos, e o inverso de Simpson, que reflete a probabilidade
de dois individuos escolhidos ao acaso na mesma comunidade pertencerem a mesma
espécie (URAMOTO et al., 2005). Além disso, para estimar a riqueza de espécies foi
calculado o estimador de riqueza Chao-1, que possibilita estimar o numero total de
especies em uma determinada comunidade a partir dos dados das amostras. Essas
analises foram conduzidas por meio do pacote phyloseq (MCMURDIE; HOLMES,
2013).

As diferengas nas estimativas de diversidade alfa entre as geleiras foram
testadas por meio do teste Wilcoxon rank-sum.

As analises de coordenadas principais (PCoA) e a analise de componentes
principais (PCA) foram utilizadas para comparar dissimilaridades entre as
comunidades de fungos através da distancia de sucessao e entre os recuos das
geleiras. Para a Analise PCA, os dados brutos de leitura foram transformados por
imputacao de zeros e conversao de razao de log centralizada (distancia de Aitchison)
usando o pacote zCompositions (PALAREA-ALBALADEJO et al., 2015) e o pacote
CoDaSeq (https://github.com/ggloor/CoDaSeq) (GLOOR et al., 2017). A analise de
coordenadas principais (PCoA) foi realizada na matriz transformadas pela distancia
de Hellinger.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0306453020301736#bib0160
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As diferengas na diversidade beta foram testadas pela analise de variancia
multivariada permutacional (PERMANOVA) implementada pela fungdo Adonis no
vegan v2.5.6 (OKSANEN et al., 2019).

Uma analise discriminatoria de redundancia (RDA) (LEGENDRE; LEGENDRE,
1988) foi realizada para investigar a influéncia de variaveis ambientais nas
comunidades fungicas. Considerando o fato de que os dados ecoldgicos contém
abundancias muito altas e muito raras, os quais podem ser enganosos ao calcular
distancias euclidianas em valores brutos, os dados foram transformados por Hellinger
usando o pacote vegan (ANDERSON, 2001; OKSANEN et al., 2019), pois esse
procedimento tem demonstrado ser eficaz na melhoria desse problema (LEGENDRE;
GALLAGHER, 2001). A influéncia das variaveis preditoras (efeito de cada parametro
do solo) na taxonomia (Filos) foram avaliadas através da analise de variancia
multivariada permutacional (PERMANOVA; ANDERSON, 2001), a qual foi realizada
em matrizes de distancia Bray-Curtis obtidas de tabelas ASVs transformadas por
Hellinger com 999 permutagdes, com a fungdo adonis. A correlacdo entre a
similaridade de espécies e distancias geograficas (metros) e variaveis preditoras foi
obtida pelo teste de Mantel, usando o indice de correlagdo de Pearson através dos
pacotes cultevo (STADLER, 2018) e corrplot (WEI et al., 2017). O teste de Mantel é
uma analise de correlagdo multivariada por meio de comparagao entre matrizes de
dissimilaridade da mesma dimenséo.

O efeito geral do recuo da geleira na comunidade de fungos foi determinado
usando MANOVAs permutacionais (PERMANOVAs). Estas analises acima foram
realizadas no pacote vegan em R.

Todas as andlises dos dados foram realizadas com o R (versdo 4.0.2;

http://www.r-project.org) no RStudio (versédo 1.0.44; http://rstudio.org).


https://www.biorxiv.org/content/10.1101/316059v1.full#ref-35
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/316059v1.full#ref-35
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3. RESULTADOS

3.1. Analise dos parametros fisico-quimicos dos solos

O solo derivado do recuo da geleira Baranowski foi caracterizado como arenoso
e médio-arenoso, levemente acido (pH médio 6,5). Os solos coletados ao longo do
transecto da geleira Collins possui carater arenoso, e pH acido (pH médio 5,7). O solo
da Baranowski foi relativamente mais argiloso (102-205 g kg-') quando comparado
com o solo da Collins (52-156 g kg-'). Os solos das duas geleiras apresentaram maior

concentracéo de silte a 200 e 300 metros (Tabela 2).

Tabela 2. Dados de pH e composi¢cdo granulométrica das amostras de solo do recuo da
geleira Baranowski e Collins.

Textura
Geleira pH Argila (g Classe
Silte (g kg™) o Textural
g’)
Baranowski (m)
0 6,7 132 103 ar
50 6,2 271 155 md-ar
100 6,5 295 209 md-ar
200 6,5 330 181 md-ar
300 6,6 308 205 md-ar
400 6,5 128 102 ar
Collins (m)
0 6,1 162 52 ar
50 6,1 102 82 ar
100 6 236 52 ar
200 57 338 156 ar
300 57 345 131 ar
400 5,6 125 77 ar

Onde: Classe de textura = Argila (c/ dispersante) até 149 g/kg = arenosa (ar); 150 a 249 g/kg
= média arenosa (md-ar); pH em CaCl2 0,01 mol L.

A analise dos parametros fisico-quimicos dos solos demonstrou pouca variagao
entre as amostras de cada geleira (Tabela 3). O Ferro (Fe) foi encontrado em maior
proporgdo (mg.dm-3) nas amostras da geleira Collins. Manganés (Mn) e Fésforo (P)
demonstraram uma variagao ao longo do gradiente do transecto, sendo encontrado
em maiores proporg¢des no solo subglacial (0 m) de ambas geleiras.

Tabela 3. Composigéo fisico-quimica das amostras de solo das geleiras Baranowski e Collins.



Geleiras P* K** Ca** Mg** Cu* Fe* Mn* Zn*
Baranowski(m)

0 470 8,9 477 40 4,8 7 13,6 0,1

50 284 2,5 509 29 4,5 6 5,2 0,1

100 338 1,9 701 31 3,1 5 4,5 0,3
200 287 2,6 522 42 4,7 12 5,8 0,1
300 277 3,6 500 25 3,6 10 5,6 0,2
400 487 4,7 559 43 5,2 11 5 0,2

Collins(m)

0 369 11,9 197 101 4,1 67 38,7 0,4

50 340 7,9 210 125 4,6 45 10,3 0,2

100 269 6,7 153 136 2,8 67 4,4 0,4
200 230 7,2 139 103 3,3 54 6,6 0,5
300 270 6,6 119 81 4,5 77 4 0,6
400 257 16,2 470 78 1,6 39 1,7 0,2

* em mg.dm-3; ** em mmolc.dm-3
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Os dados resultantes da analise da variagao estatistica dos parametros

ambientais com relagao ao local de coleta (distanciamento em metros), realizado pela

correlagdo de Spearman, revelaram que a correlagao foi positiva para o Calcio (Ca)

nas duas geleiras estudadas.

Para o conjunto de dados da geleira Baranowski

apresentou correlacao positiva para Fosforo (P), Magnésio (Mg), Cobre (Cu), Ferro

(Fe) e Zinco (Zn) e para o conjunto de dados da geleira Collins houve correlagao

positiva para Potassio (K), Silte e Argila (Tabela 4).

Tabela 4. Correlacdo de Spearman entre os pardmetros ambientais e os pontos de coletas

(metros) das geleiras Baranowski e Collins.

Baranowski Collins
pH -0,09 -0,19
P 0,03 -0,06
K 0,09 0,18
Ca 0,43 0,28
Mg 0,26 -0,35
Cu 0,14 -0,23
Fe 0,6 -0,16
Mn -0,37 -0,57
Zn 0,49 -0,02
Silte 0,09 0,06
Argila -0,03 0,18
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3.2. Analise de diversidade e estrutura da comunidade fungica das
geleiras Baranowski e Collins

Os dados referentes a extracédo e purificagdo das 6 amostras de diferentes
pontos ao longo do transecto da geleira Baranowski e Collins (0, 50, 100, 200, 300 e

400 m) estao apresentados na (Tabela 5).

Tabela 5. Quantificacdo do produto de PCR das amostras do recuo da geleira Collins e
Baranowski

Amostras solos Amostras solos

(Collins) ng/uL (Baranowski) ng/pL
0CA 48 OBA 53
0oCB 49 0BB 22
occC 35 e s
50CA 48 50BA 35
50CB 27 50BB 30
50CC 20 e e

100CA 20 100BA 25
100CB 22 100BB 34
100CC 22—
200CA 22 200BA 31
200CB 27 200BB 38
200CC 20 e e
300CA 24 300BA 37
300CB 40 300BB 38
300CC 35 e e
400CA 56 400BA 37
400CB 55 400BB 44
400CC 45 e e

ApoOs os processos de filtragem de erros, qualidade e quimeras, foi obtido um
total de 2.931.038 reads. As amostras derivadas do transecto da geleira Collins
apresentaram um total de 1.343.162 reads, enquanto 1.096.883 reads foram
recuperadas das amostras dos solos de recuo da geleira Baranowski. Na Tabela 6
estdo apresentados os resultados do numero de reads totais, numero de reads

filtrados e numero de ASVs (Amplicon Sequence Variant) por amostra.
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Tabela 6. Resultados obtidos apés a analise dos dados de sequenciamento quanto ao niumero
de reads totais, nUmero de reads apés o filtro de qualidade e numero de ASVs, em cada
amostra analisada.

Amostras Numero Filtrados ASVs
de reads
Baranowski

OBA 173012 148419 257

0BB 138085 123447 327
50BA 30152 24553 159
50BB 170531 150527 447
100BA 168211 147510 477
100BB 158769 139116 430
200BA 133246 117049 404
200BB 158197 136638 428
300BA 80637 67125 295
300BB 96585 80242 319
400BA 114471 99696 346
400BB 98988 84575 379

Collins

0CA 53769 42392 48

0oCB 55051 47654 235

0CcC 98891 87561 512
50CA 56651 50336 218
50CB 50200 43192 174
50CC 155835 143165 354
100CA 166669 149548 289
100CB 121170 111134 149
100CC 122877 108881 420
200CA 171679 148674 72
200CB 9138 8012 91
200CC 161093 147985 316
300CA 130627 112240 428
300CB 178334 158673 384
300CC 87888 78364 302
400CA 98868 75542 252
400CB 78775 62803 247

400CC 46996 35985 153
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Do total de reads sequenciado, 2.440.045 (83,3%) foram classificadas a partir
do nivel de Filo e 490.993 (16,7%) foram classificadas apenas ao nivel de Reino
(Fungi). Essa etapa resultou em um total de 3.025 ASVs, abrangendo 8 Filos, 29
Classes, 67 Ordens, 137 Familias e 190 Géneros, sendo 39% (1.202 ASVs)
classificados apenas ao nivel de Reino.

Um total de 1.382 ASVs foram encontradas nas amostras provenientes da
geleira Baranowski, enquanto 2.316 ASVs foram encontradas nas amostras da geleira
Collins. Sendo que 673 ASVs (22%) foram compartilhadas entre as duas geleiras
(Figura 2).

Com relagéo a cronossequéncia em metros, a geleira Baranowski apresentou
a maior abundancia de ASV a 100 m de recuo (656 ASVs), sendo a menor abundancia
de ASV encontrada a 300 m (397 ASVs). Para a geleira Collins a maior abundancia
(902 ASVs) foi encontrada a 300 m e a menor a 200 m (418 ASVs).

Baranowski Collins

1643
(54.3%)

Figura 2. O diagrama de Venn demostrando a distribuicdo das ASVs fungicas nas amostras
de solos da geleira Baranowski e Collins. S&do indicadas as porcentagens de ASVs
compartilhadas e encontradas exclusivamente em cada geleira.

Os Filos dominantes com relagao ao total de amostras foram Basidiomycota
(39% do total de sequéncias), Ascomycota (36%) e Mortierellomycota (20%), seguidos
por Chytridiomycota (2%), Aphelidiomycota (1.3%) e Monoblepharomycota,
Rozellomycota e Glomeromycota, os quais apresentaram menos de 1% do total de
sequéncias (Figura 3).

Os Filos mais ricos em ASV foram Ascomycota (935 ASVs) e Basidiomycota
(621 ASVs), seguidos por Mortierellomycota (119 ASVs), Chytridiomycota (96 ASVs),


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/chytridiomycota
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Aphelidiomycota (17 ASVs), Monoblepharomycota (12 ASVs), Rozellomycota (22

ASVs) e Glomeromycota (1 ASVs). O Filo Glomeromycota foi identificado somente

nas amostras do recuo da geleira Collins, representando menos de 1% das ASVs.

A analise de abundancia relativa revelou que os taxa estdo distribuidos de

maneira mais uniforme nos solos de recuo da geleira Baranowski do que nos solos de

recuo da geleira Collins (Figura 3).

20
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Figura 3. Abundancia relativa dos grupos taxonémicos em ambito de Filo para as geleiras
Baranowski e Collins

Em termo de Classe, 1.701 ASVs (56%) permaneceram nao identificadas,

enquanto 29 Classes representaram 44% das ASVs classificadas, com dominancia

de Agaricomycetes 312 ASVs

(24%),
Leotiomycetes 146 ASVs (11%) (Figura 4).

Eurotiomycetes 297 ASVs (22%) e
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Lobulomycetes
Leotiomycetes
Sanchytriomyceles
Microbotryomycetes
Chytridiomycetes
Sordariomycetes
Agaricostilbomycetes
Wallemiomycetes
Agaricomycetes
Tremellomycetes
Pezizomycetes
Malasseziomycetes
Saccharomyceles
Eurotiomycetes

Abundancia
65536

Dothideomycetes 4096

Classe

Mortierellomycetes 256

Lecanoromycetes 16
Aphelidiomycetes
Ustilaginomycetes

Lichinomycetes
Glomeromycetes
Spizellomycetes
Exobasidiomycetes
Cystobasidiomycetes
Arthoniomycetes

Archaeorhizomycetes
Rozellomycotina

Rhizophydiomycetes

Orbiliomycetes

o]
Metros

Figura 4. Mapa de calor demonstrando a abundancia relativa de cada Classe em cada
amostra de solo (expressa em metros) das geleiras Collins e Baranowski.

Um total de 1.169 ASVs (40%) foi classificada no nivel de Ordem, com
dominancia de Verrucariales 175 ASVs (15%), Mortierellales 119 ASVs (10%), e
Helotiales118 ASVs (10%). A classificagdo em ambito de Familia apresentou 137
representantes de 1.015 ASVs (34%) classificadas, com a predominancia de
Verrucariaceae 175 ASVs (17%), Mortierellaceae 118 ASVs (12%) e Peniophoraceae
88 ASVs (9%). Foi classificado um total de 190 Géneros correspondentes a 897 ASVs
(30%), sendo os mais abundantes Verrucaria com 155 ASVs (17%), Mortierella com
118 ASVs (13%) e Peniophora com 86 ASVs (10%).

Ao avaliar a prevaléncia dos grupos fungicos no conjunto de dados, notamos
que Filos Ascomycota, Basidiomycota e Mortierellomycota foram os mais prevalentes
nas amostras estudadas (Figura 5).
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Figura 5. Gréfico de prevaléncia (prevaléncia de taxa versus contagem total) representando
a diversidade de filo entre as amostras. Cada ponto corresponde a um taxon diferente ou
unico. O eixo y representa a fragdo das amostras que esses taxons estdo presentes e eixo X,
corresponde a escala logaritmica.

3.3. Estrutura da comunidade fungica da cronossequéncia das geleiras
Baranowski e Collins

A abundancia relativa dos grupos filogenéticos das amostras do recuo da
geleira Baranowski e Collins com base nas sequéncias ITS revelou que o Filo
Basidiomycota (50%) apresentou abundancia relativa semelhante quando comparado
as amostras das duas geleiras estudadas, pois foi o Filo mais abundante tanto no
transecto da geleira Collins (35%) como no da Baranowski (26%). A maior abundancia
relativa do Filo foi encontrada em pontos intermediarios no transecto das duas
geleiras: Collins a 200 m (35%) e Baranowski a 100 m (25%). Os Filos
Mortierellomycota (69%) e Ascomycota (54%) foram mais frequentes nas amostras do
solo da Collins. O Filo Ascomycota apresentou abundancia semelhante nas duas
geleiras (~36%) quando a avaliagdo foi realizada de maneira individual, com

predominédncia a 100 m (23%) na geleira Collins e 0 m (15%) na Baranowski.
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Mortierellomycota compds 25% da comunidade fungica da geleira Collins com maior
abundancia a 300 m (29%) e menor abundéncia a 0 m (2%), enquanto para as
amostras da geleira Baranowski foi responsavel por compor 14% da abundancia
fungica com predominancia a 400 m (23%). O Filo Chytridiomycota apresentou maior
abundancia relativa nas amostras da geleira Baranowski (69%) quando comparado
com a abundancia encontrada nas amostras da geleira Collins (Figura 6). O Filo
representou 3% da abundéncia relativa na Baranowski sendo mais encontrado a 100
m (27%), enquanto na geleira Collins representou 1% da abundéncia relativa com
maior prevaléncia a 300 m (33%).

Os Filos Monoblepharomycota, Rozellomycota, Aphelidiomycota
corresponderam a 1 % da abundancia relativa nas amostras das duas geleiras. O Filo
Glomeromycota so6 foi encontrado nas amostras da geleira Collins (1%) a 100 m.

Os Filos mais ricos em ASVs encontrados nas amostras do recuo da geleira
Baranowski foram Ascomycota (389 ASVs), Basidiomycota (324 ASVs),
Mortierellomycota (58 ASVs) e Chytridiomycota (47 ASVs). Enquanto para as
amostras da geleira Collins houve predominancia dos Filos Ascomycota (750 ASVs),
Basidiomycota (457 ASVs), Mortierellomycota (87 ASVs), Chytridiomycota (76 ASVs)

e (1 ASVs) sendo representado por 59 reads.

B Collins M Baranowski
Basidiomycota
Martierellomycota

Ascomycota

Aphelidiomycota

Filas

Chytridiomycota
Monoblepharomycota
Rozellomycota

0 100000 200000 300000 400000

Abundancia

Figura 6. Abundancia das sequéncias classificadas ao nivel de Filo das amostras das geleiras
Collins e Baranowski.
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Para amostras do recuo da geleira Baranowski, foram identificadas 26 Classes.
A Classe Agaricomycetes, estava presentes em todas as amostras (25% a 100
metros), sendo o grupo mais abundante (40% abundéancia relativa), sendo também o
grupo mais rico (160 ASVs), seguido pelos Leotiomycetes (22% abundancia relativa,
73 ASVs), sendo mais abundante a 0 metro (62%) e Mortierellomycetes (16%
abundancia relativa, 58 ASVs) com 22% de sua abundancia relativa a 400 metros
(Figura 6).

Com relacdo as amostras do solo do recuo da geleira Collins, foram
identificadas 28 Classes, sendo o Agaricomycetes o taxon mais comum (abundancia
relativa de 38 %), porém nao mais rico (218 ASVs), seguido pelos Mortierellomycetes
com 30% de abundancia relativa e um total de 87 ASVs, Eurotiomycetes representado
por 16%, sendo considerado a Classe mais rica com 262 ASVs. Todas as Classes
mencionadas tiveram predominancia a 400 metros (Figura 6). Os membros dos
Spizellomycetes (Chytridiomycota) estavam presentes apenas na amostra 300 metros
de recuo e Exobasidiomycetes (Basidiomycota) apenas a 50 metros.

A classificacao revelou a presenca de 55 Ordens dentre as ASVs classificadas,
com maior abundéancia de ordens pertencentes ao Filo Basidiomycota (Russulales e
Polyporales, 20% cada) nos solos de recuo da geleira Baranowski,
predominantemente a 100 m. Seguindo da Ordem Thelebolales (19%) representante
de Ascomycota, com maior abundancia na amostra de 0 metro e como Mortierellales
(17%) pertencente ao Filo Mortierellomycota, mais abundante a 400 metros. A riqueza
em ASVs apresentou a dominancia de Verrucariales (61 ASVs), Mortierellales (58
ASVs), Agaricales (44 ASVs) e Russulales (42 ASVs).

As amostras provenientes dos solos de recuo da Collins apresentaram um total
de 64 Ordens, com maior abundéncia de Mortierellales (32%), seguido de
Verrucariales (16%), Russulales (14%) e Polyporales (9%). Todas as ordens
mencionadas apresentaram maior abundancia relativa a 400 m do transecto. As
Ordens dominantes foram Verrucariales (155 ASVs), Helotiales (91 ASVs),
Mortierellales (87 ASVs) e Russulales (65 ASVs).

As amostras da geleira Baranowski apresentaram um total de 707.935 reads
classificados em género, correspondendo a 2.088 ASVs e 122 géneros. Os taxa que
apresentaram maior abundancia relativa e riqueza foram Peniophora (25%, 42 ASVs),
Mortierella (21%, 58 ASVs), Verrucaria (12%, 56 ASVs) e Thelebolus que embora

tenha apresentado um numero alto de reads (103.716) correspondendo a 15% de
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abundancia, apresentou uma riqueza de 2 ASVs, sendo 94% da abundancia
encontrada a 0 metros.

Para as amostras da geleira Collins um total de 896.206 reads classificados em
género foi obtido, compreendendo 1.377 ASVs e161 géneros. Os representantes com
maior abundancia e riqueza de ASVs foram Mortierella (38%, 86 ASVs), Peniophora
(21%, 63 ASVs) e Verrucaria (16%, 137 ASVs). Todos os géneros mencionados

apresentaram maior abundancia a partir de 100 m de recuo.

3.4. A estrutura do micobioma do recuo das geleiras Collins e Baranowski

3.4.1. O core do micobioma

O core do micobioma do total de amostras dos solos de recuo das duas geleiras
estudadas, ou seja, a estrutura principal do micobioma com 50% de prevaléncia e 1%
de abundéancia relativa foi constituida de 96 ASVs (Figura 7; Anexo 1). Um total de
81% das ASVs que compde o core do micobioma foi classificado a partir de Filo, com
a predominéncia de Ascomycota (47,44%) seguido de Basidiomycota (25,64%)
(Tabela 7), revelando que os taxons principais sdo mais estaveis e abundantes (Figura
8). Para as amostras de solos da geleira Baranowski foi observada a presenca dos
filos identificados em todo o recuo da geleira, enquanto para a Collins houve

heterogeneidade na cronossequéncia estudada.
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Figura 7. Abundancia relativa em dmbito de Filo do Core Micobioma das geleiras Baranowski
e Collins

Tabela 7. Core Micobioma das amostras das geleiras Baranowski e Collins em ambito de Filo.

Core Micobioma (%)

Ascomycota 47,44%
Basidiomycota 25,64%
Mortierellomycota 14,10%
Chytridiomycota 5,13%
Aphelidiomycota 2,56%
Monoblepharomycota 2,56%
Rozellomycota 2,56%

Ao avaliar as ASVs prevalentes que compde a estrutura do conjunto de dados,
observamos que a ASV 1 representante da Familia Meruliaceae (Basidiomycota)
apresentou prevaléncia e maior abundancia na maior parte das amostras. Sendo, 54%
da abundancia relativa encontrada nas amostras da geleira Baranowski, com maior
abundancia no solo coletado a 100 metros do transecto, e 46% da abundéncia relativa
da ASV1 foi encontrada nas amostras da geleira Collins, com maior abundancia no
solo coletado a 200 m (43%).
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Representantes do Filo Basidiomycota, como ASV 2 e ASV 7 pertencentes ao
género Peniophora também mostraram alta prevaléncia e abundancia na maior parte
das amostras (Anexo 3). Algumas ASVs (ASV 3, 5, 11, 14) do género Mortierella
também demonstraram alta prevaléncia e abundéncia no conjunto de amostras
(Figura 9).

A estrutura principal do micobioma do total de amostras que compde o
transecto das duas geleiras apresentou 60 ASVs classificadas ao nivel de Classe,
com dominancia de Leotiomycetes (20% do total de ASVs classificadas),
Mortierellomycetes (18%), Agaricomycetes e Eurotiomycetes (9%). E 46 ASVs
obtiveram classificacédo até o nivel de género, com maior riqueza de Mortierella (24%),

Verrucaria (12%), Coleophoma (9%) e Psoroma com 7%.

200CA

300BA
50BB
100BB {
200884
300884
0BA{
ocA4 | |
50BA{
400884
400BA 4
50CB4 [ |
0CCH !
0CB4
200CB
50CA{
300CCH [ | !
200CC -
50CC{
100CC
400CA -
400CCo
100CB4
100CA4
100BA{
200BA4
300CB -
0BB4
400CB

R =J=Y-T-T-To
RODOOohhamO

ook

ASV22 | Fungi
ASV43 [ Lasionectria
ASV20 | Fungi
ASV61 / Basidiomycota
ASV54 | Fungi

ASV31/ Fungi

ASV17 ] Coleophoma

ASV88 | Fungi
ASV29 / Chytridiomycota

ASV?28 / Bacidina
ASV6 [ Verrucaria
ASV45 | Coleophoma
ASV19 / Aphelidiomycota
ASV15 / Mortierella
ASV38 / Mortierella
ASV10 / Verrucariaceae
ASV11 / Mortierella
ASV24 | Ascomycota
ASV27 | Psoroma
ASV46 [ Agaricales
ASV25 [ Mortierella
ASV23 | Fungi

ASV1/ Meruliaceae
ASV13/ Peniophora
ASV12 | Agaricomycetes
ASV / 2Peniophora
ASV7 / Peniophora
ASV116 / Malasseziales
ASV33 / Helotiales

ASV76 [ Verrucaria
ASV26 | Lecanoromycetes

ASV127 [ Ascomycota
ASV3 / Mortierella
ASV38 / Mortierella
ASV36 / Basidiomycota
ASV8 [ Verrucaria
ASV100 / Verrucaria
ASV78 [ Malassezia

ASVT5 | Chaetothyriales
ASV50 / Basidio
ASV6B4 [ Mol
ASV18 [ Asco

ASV30 / Sanchytriaceae

Figura 8. Analise baseada na prevaléncia (50%) e abundancia (1%) das ASVs presentes no
total de amostras da geleira Baranowski e Collins. Na figura estdao demostradas as 50 ASVs
com maior prevaléncia.
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Figura 9. Mapa de calor do total de ASVs com prevaléncia de 50% e abundancia de 1% no
conjunto de dados das geleiras Baranowski e Collins
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Ao avaliar o core do micobioma das geleiras de forma independente as
amostras do transecto do solo exposto pela geleira Baranowski revelaram um total de
235 ASVs, enquanto para as amostras de solo da geleira Collins o valor de ASVs foi
de 51.

A estrutura principal dos solos da geleira Baranowski foi composta por 7 Filos
com a predominancia de Ascomycota 58 ASVs (38.4%) e Basidiomycota 56 ASVs
(37%). Os resultados revelaram um total de 17 Classes diferentes, com a
predominancia da Classe Agaricomycetes com 24 ASVs (22%), seguido
Leotiomycetes (17%), Mortierellomycetes e Microbotryomycetes com 13% cada. O
Filo Chytridiomycota foi observado apenas na estrutura principal da micobiota da
geleira Baranowski, apresentando ASVs com alta prevaléncia e abundancia variada
(Figura 10). Os taxas com maior prevaléncia e abundéncia foram Peniophora (ASV 2
e 7), Meruliaceae (ASV 1), Verrucaria (ASV 6) Mortierella (ASV 3 e 5) (Figura 11).
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Chytridiomycota

9,3%

Aphelidiomycota
1,3%
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Figura 10. Filos presentes no Core do Micobioma das amostras de solos da geleira
Baranowski.
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Figura 11. Core do Micobioma presente nas amostras de solo da geleira Baranowski.
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Nas amostras de solo da geleira Collins foram observados 6 Filos, com a
predominancia também de Ascomycota 24 ASVs (53%) e Basidiomycota 10 ASVs
(22%) (Figura 12). Foram identificadas um total de 9 Classes diferentes, com a
predominancia de Agaricomycetes 8 ASVs (22%), Eurotiomycetes e
Mortierellomycetes (7 ASVs), representando 19% das ASVs classificadas em ambito
de Classe. A ASV 1 classificada como familia Meruliaceae e os géneros Peniophora
(ASV 2) e Mortierella (ASV 3) apresentaram maior prevaléncia e abundancia na

estrutura principal do micobioma dos solos da geleira (Figura 13).
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Figura 12. Filos presentes no Core do Micobioma das amostras de solos da geleira Collins.
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Figura 13. Core do Micobioma associado as amostras de solo da geleira Collins.
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As amostras das geleiras Baranowski e Collins compartilharam 44 ASVs
(18.3%; Anexo 2) de sua estrutura principal. O core do micobioma compartilhado foi
composto por 6 Filos, sendo o Filo Ascomycota dominante (40%), seguido pelo
Basidiomycota e Mortierellomycota (18% cada). Um Total de 72% das ASVS
compartilhadas foi identificado ao nivel de Classe, com predominancia de
Mortierellomycetes (25%), Agaricomycetes (22%) e Leotiomycetes (19%). As ASVs
classificadas ao nivel de género (51%) revelaram a predominancia de Mortierella,
representando 36% das ASVs classificadas.

Somente 7 ASVs obtidas nas amostras da geleira Collins ndo compde o core
das amostras de solo de recuo da geleira Baranowski. Essas ASVs sdo compostas
por representantes do género Verrucaria (ASV 100 e 105), Galerina (ASV 52), Pichia
(ASV 254), dois fungos classificados somente ao nivel de Filo, Ascomycota (ASV 171)
e Basidiomycota (ASV 171) e um representante com classificagdo somente ao nivel
de Reino (ASV 51). Um total de 190 ASVs representa a estrutura da comunidade

microbiana exclusiva das amostras de solo da geleira Baranowski (Figura 14).

Baranowski Collins

Figura 14. Core do micobioma as amostras das geleiras Baranowski e Collins e numero de
ASVs compartilhado.

3.4.2. Espécies indicadoras

A analise de espécies indicadoras foi empregada para identificar padroes de
associagao dos taxons com as amostras do transecto das geleiras Baranowski e
Collins. Do total de 3025 ASV analisadas, 158 espécies foram selecionadas como
espécies preditoras (p<0,05), sendo 140 das amostras da Baranowski (Anexo 3) e 18
da Collins (Anexo 4). Dentre as espécies indicadoras encontradas nas amostras do
recuo da geleira Baranowski 56% foram classificadas ao nivel de Filo, apresentando

a predominancia de Basidiomycota (32 ASV), com representagdo dominante das
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Classes Agaricomycetes (13 ASVs) e Microbotryomycetes (7 ASVs). Para o Filo
Ascomycota (28 ASV) as Classes dominantes foram Leotiomycetes (6 ASVs). Ao nivel
de Ordem, 34% foram classificadas e apresentaram a predominéancia de Polyporales
(9 ASVs) Basidiomycota e género Verrucaria com 5 ASVs. A geleira Collins
apresentou 18 ASVs indicadoras, sendo 72% identificadas ao nivel de Filo com

predominancia de Ascomycota (9 ASVs) e da Classe Eurotiomycetes (4 ASVs).

3.5. Diferengas na estrutura da comunidade fungica entre as amostras do
recuo da geleira Baranowski e Collins

3.5.1. Agrupamento Hierarquico

O agrupamento hierarquico, utilizado para examinar como as amostras
agrupam com relagdo a medida de (dis)similaridade taxonémica, revelou que as
amostras foram agrupadas em dois clados distintos, sendo um contendo somente as
amostras de solo do recuo da geleira Baranowski (vermelho) e o outro contendo as

amostras da geleira Collins (azul) (Figura 15).
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Figura 15. Agrupamento hierarquico das amostras do transecto das geleiras Baranowski
(vermelho) e Collins (azul) realizado por meio da ferramenta Deseq2 e matriz de distancia
Euclidiana.
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3.5.2. Modelo Dirichlet-multinomial

A andlise HMP (HypothesisTestingand Power Calculations for Comparing
Metagenomic Samples) utiliza a distribuicdo Dirichlet-Multinomial, sendo assumida
para os dados do micobioma baseado na taxonomia e o teste de hipdtese nula é
realizado testando-se a diferenga na localizagdo (distribuigdo média de cada taxa)
entre os grupos, responsavel pela super-disperséo nos dados da contagem.

No teste de HMP as amostras foram agrupadas em dois grupos, sendo um com
Filos mais abundantes e outro com Filos raros (=<% de abundéncia relativa) conforme
La Rosa et al. (2011). Ao avaliar o grupo de Filos abundantes, o teste HMP rejeita a
hipétese nula de n&do haver diferenca na distribuicdo dos filos entre as duas geleiras
(de acordo com nossas expectativas) (p = 0,003). Para o grupo de filos raros, nao
houve diferencga significativa entre as amostras (p = 0.299). Para avaliar os grupos de
taxas responsaveis pela diferenciagdo entre a comunidade das duas geleiras foram

realizadas analises de abundancia diferencial.

3.5.3. Abundancia diferencial

Ao testar a abundancia diferencial de acordo com as amostras do recuo das
duas geleiras, os resultados revelaram um total de 72 ASVs abundantes (com FDR p-
valor <0,1).

Das ASVs que apresentaram diferengas entre as geleiras 62% continham
classificagdo ao nivel de Filo, sendo 47% representantes do Filo Ascomycota, 42%
Basidiomycota, 7% Chytridiomycota e 4% Mortierellomycota. A maior parte das ASVs
responsaveis pela diferenca nas comunidades entre as duas geleiras foi encontrada
nas amostras do recuo da geleira Baranowski. A ASV 16 classificada como
representante do género Laetiporus (Basidiomycota), seguida de ASV 43 pertencente
ao género Lasionectria, (Ascomycota) e a ASV 34 (Classe Microbotryomycetes,
(Basidiomycota) apresentaram maior abundancia e prevaléncia na geleira
Baranowski, exercendo um importante papel na diferenciacdo das duas geleiras
(Figura 16). A classificacdo das ASVs que compde a abundancia diferencial esta

disponivel no Anexo 3.
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Dentre as ASVs pertencentes a abundéncia diferencial, 24 tiveram classificagao
atribuida ao nivel de Género correspondendo a 13 representantes, com dominancia
de Peniophora (21%). Os géneros representantes dos filos Ascomycota e

Basidiomycota foram predominantes (Figura 17).
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Figura 17. Andlise de abundancia diferencial entre as amostras das duas geleiras pelo
método Deseq. As principais ASVs diferentemente abundantes no recuo da geleira Collins
versus geleira Baranowski. Alteragdes no log2 razdo de expressao foram mostradas para
ASVs com um valor p corrigido por BH-FDR <0,1 (13 tdxons em ambito de género). Cada
ponto reflete um ASV distinto. Os ASVs séo apresentados pelos géneros fungicos no eixo x e
colorido pelo filo.

3.6. Diversidade e riqueza fungica dos solos de recuo de geleira

Para a avaliagao da diversidade de espécies para cada ponto amostrado (em
metros) do recuo das duas geleiras estudadas foram utilizados cinco indices de
biodiversidade ecoldgica: quatro baseados em medidas de diversidade sendo indice
de diversidade de Shannon, indice de Simpson, inverso do indice de Simpson e
Fisher e o indice de riqueza Chao1 (Tabela 8; Figura 18).A biodiversidade estimada
de Shannon para os pontos amostrados da geleira Baranowski variou de 3,50 (Om) a
4,63 (100m), enquanto que para os pontos da geleira Collins a variagao foi de 3,82
(200 e 400m) a 4,71 (100m). As amostras do recuo das duas geleiras estudadas

apresentaram valores semelhantes quanto ao indice de Simpson. O indice de
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Simpson inverso (InvSimpson) nas amostras da geleira Baranowski variou de 6,99
(Om) a 34,58 (100m) e nas amostras da geleira Collins a variagao foi de 15,70 (200 m)
a 42,24 (100 m). O indice de Fisher para as mostras das geleiras Baranowski e Collins
variou de 52,90 (0 m) a 80,18(100 m) e 47,71 (200 m) a 112,13 (300 m),
respectivamente (Tabela 8). A riqueza estimada das espécies expressa pelo indice de
Chao1 apresentou variagdo de 655,06 (100 m) a 401 (300 m) para as amostras da
geleira Baranowski e de 896 (300 m) a 415,72 (200m) para as amostras da geleira
Collins.

Os indices de Shannon, Simpson, Fisher e Chao1 sugerem que o ponto
amostrado a 0 m da geleira Baranowski € menos diverso do que os demais e a maior
diversidade e riqueza foi encontrada a 100 m. As amostras do recuo da geleira Collins
apresentaram um padrao diferente das do recuo de Baranowski, sendo a menor
diversidade encontrada a 200 m (Shannon, Simpson inverso e Fisher), 100 m
(Shannon e Simpson inverso) e a maior diversidade(Fisher) e riqueza (Chao1) a 300
m (Tabela 8).

Comparacoes pareadas foram feitas usando o teste de k de Wilcoxon para
dados nédo paramétricos. O teste de Wilcoxon foi utilizado para correlacionar os
indices de diversidade com as geleiras. De acordo com os resultados, as geleiras
parecem nao apresentar diferencas quanto a diversidade fungica (Shannon p = 0,68,
Simpson p=0,68 e Fisher p=0,47).
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Figura 18. indices de diversidade e riqueza. As amostras de cada recuo de geleira foram

agrupadas para a construgcado dos boxplots.

Tabela 8. indices de riqueza e diversidade para comunidade flingica das amostras de solo do
recuo da geleira Baranowski e Collins.

Metros N°ASV Chao1 Shannon Simpson InvSimpson Fisher

0 452 444,54 3,50 0,86 6,99 52,90

% 50 489 487,9 4,35 0,96 24,45 61,47
% 100 656 655,06 4,63 0,97 34,58 80,18
§ 200 646 649,46 4,37 0,96 24,45 80,15
@ 300 397 401,5 4,10 0,95 20,04 49,65
400 537 549,72 4,11 0,96 23,23 67,92

0 623 621,11 4,34 0,96 28,55 80,98

m 50 591 595,76 4,60 0,97 33,12 73,12
£ 100 674 679,78 4,71 0,98 42,24 79,86
g 200 418 415,72 3,82 0,94 15,70 47,71
300 902 896 4,60 0,95 22,16 112,13

400 489 495 3,82 0,95 20,46 61,51
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3.7. Variagao na composicao de espécies entre as amostras das geleiras
Baranowski e Collins

Para analisar padrdes de similaridade de composi¢cao de espécies entre as
amostras de solo das geleiras Baranowski e Collins foi realizada a analise de
componentes principais (PCA) conduzida com duas transformagdes diferentes. A
distancia de Hellinger (PCoA - Analises de coordenadas principais) e distancia de
Aitchison, onde aplicamos ao PCA a transformacgdes da razdo de log centralizada
(CLR), uma abordagem utilizada em analises de dados composicionais (CoDA).

A Figura 16 corresponde aos dois primeiros componentes (PC1 e PC2) e reflete
a quantidade relativa de informacgdes explicada por cada eixo, conforme recomendado
por Nguyen e Holmes (2019). Os resultados demonstram que as amostras se
agruparam por geleira, ndo ocorrendo um grau de sobreposicao.

Embora a PCA seja uma ferramenta de analise exploratéria e visualizagéo,
utilizamos a analise de variacdo permutacional multivariada (PERMANOVA-Adonis)
para dar rigor estatistico aos agrupamentos. Os resultados da analise de PCA e
PERMANOVA revelaram diferengas significativas nas comunidades de fungos entre
as geleiras (p > 0,001, R2 = 0.14) (Figura 19).

A analise de PCoA com a distancia de Hellinger confirmaram que as amostras
das duas geleiras apresentam diferengas na composicao das comunidades fungicas
por origem amostral (metros). O eixo 1 explica a maior porcentagem da variabilidade
(18.25%). Podemos observar que grande parte das amostras do recuo da geleira
Baranowski ficou agrupada, demonstrando possuir variabilidade semelhante. Ao
avaliar a variagao do eixo 2 (11.4%) podemos observar um gradiente de distribuicao

em metros para as amostras da geleira Collins (Figura 20).
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Figura 19. Anadlise de componentes principais

(PCA) com a transformacdo CLR

correlacionando a comunidade fungica com as amostras do recuo da geleira Baranowski e

Collins. Os nimeros em metros terminados em “C”
Collins e “B” da Baranowski
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Figura 20. Andlise de coordenadas principais utilizando a distancia Hellinger correlacionando

a comunidade Fungica com as amostras do recuo da

geleira Baranowski e Collins.
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3.8. Correlagdes da estrutura das comunidades fungicas com fatores
ambientais

A andlise de Redundancia (RDA) foi utilizada para verificar a fragcao de
explicagcdo das variaveis preditoras sobre a comunidade fungica do recuo das geleiras
Baranowski e Collins. Por ser um método linear, os dados de abundancia foram
submetidos a transformagao de Hellinger. Os resultados demonstraram que os pontos
amostrados em metros das duas geleiras apresentaram distribuicdo semelhante a
analise de PCoA. A estrutura da comunidade fungica da Geleira Baranowski foi
agrupada de forma independente e parece ter sido influenciada por Calcio (Ca), e
Silte (Figura 21). As amostras obtidas no inicio do recuo das duas geleiras parecem
sofrer influéncia de Manganés (Mn). As amostras do recuo da Collins mostraram um
comportamento heterogéneo, sofrendo influéncias de Potassio (K), Ferro (Fe) e
Magnésio (Mg) (Figura 21).

A analise de varidncia multivariada permutacional (PERMANOVA) foi realizada
para explicar a influéncia das variaveis explicativas (ambientais) sobre as variaveis
respostas (taxa). De acordo com os resultados obtidos na analise de PERMANOVA,
as variaveis ambientais que apresentaram influéncia estatistica significativa sobre a

comunidade dos micobiomas estudados foram Mn (p<0,01) e Mg (p=0,05).

Geleira

@ Baranowski
A cColins
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Metros
400

0 05 0.0 05 10
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Figura 21. Grafico de analise de redundancia (RDA) utilizando a matriz de distancia Hellinger,
para visualizar os resultados do micobioma no espaco bidimensional para variaveis
ambientais individuais nos dois locais, Collins (triangulo)e a Baranowski(circulo). Os simbolos
coloridos representam os pontos amostrados em metros.
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Visto que algumas variaveis ambientais parecem influenciar a organizagéo da
comunidade fangica, analisamos se a ordenacdo produzida ndo é espacialmente
estruturada, ou seja, se o0s locais espacialmente mais proximos possuem
comunidades fungicas semelhantes. A mudanca temporal do recuo das geleiras
representada pela distancia geografica e parametros ambientais foram
correlacionados com a composi¢cao da comunidade, usando a medida de distancia de
Hellinger e correlagdo de Pearson por meio da analise de Mantel, sendo avaliado ao
longo do recuo das geleiras Collins e Baranowski.

Testes parciais de Mantel para amostras da geleira Baranowski indicaram que
os parametros ambientais do solo apresentaram efeito fortemente significativo em
relacdo a distancia em relagcdo a geleira (R=0.60, p=0.002). No entanto, a
dissimilaridade da composigdo da comunidade fungica ndo teve efeito significativo
quanto a distancia em relagéo a geleira (R= 0.04, p = 0.342) e matriz de dissimilaridade
ambiental (R=0.21, p=0.118). Efeitos significativos foram observados para as
amostras da geleira Collins ao avaliar a dissimilaridade dos parametros ambientais
com a distancia geografica (R=0.39, p = 0.002), dissimilaridade da composi¢ao fungica
com a distancia geografica (R =0.16, p = 0.052) e os parametros ambientais (R = 0.45
, p=0.001) (Figura 22).
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A analise também indicou que alguns dos paréametros fisico-quimicos do solo
tiveram efeito significativo na estrutura da comunidade. Os parametros ambientais que
demonstraram significancia quando correlacionados com as amostras da geleira
Baranowski foi Manganés (R = 0.48, p= 0.055), pH (R = 0.10, p= 0.055) e Potassio (R
= 0.44, p= 0.039). Ao avaliar dos dados referentes a geleira Collins, as variaveis pH
(R =0.14, p= 0.039), Manganés (R = 0.49, p= 0.004) e Fosforo (R = 0.37, p= 0.004)
apresentaram efeito significativo na composicdo da comunidade fungica pela

correlagdo de Pearson (Figura 23).
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Figura 23. Resultados obtidos na analise de Mantel com a matriz de distancia Hellinger e
correlagdo de Pearson para os parametros de dissimilaridade de composigéo fungica e
parametros ambientais para amostras do solo das geleiras Baranowski e Collins
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Para compreender e quantificar em que grau os parametros fisico-quimicos,
local de coleta e textura do solo poderiam explicar a composi¢cao da comunidade (com
base em Filos) realizamos uma analise de PERMANOVA. Para tanto, a comunidade
total e os quatro Filos mais abundantes de forma independente para cada geleira
foram avaliados. Primeiro, as variaveis foram consideradas individualmente para a
comunidade total de cada geleira, e os quatro Filos individuais.

Com relacao aos Filos presentes na geleira Collins, as amostragens em metros
explicaram a composi¢do da comunidade de Basidiomycota (p< 0,05). Manganés (Mn)
(p<0,05) demonstrou influenciar a comunidade de Mortierellomycota e

Chytridiomycota (Tabela 9).

Tabela 9. Propor¢cao de variagdo na composi¢cdo da comunidade fungica presente nas
amostras do solo da geleira Collins, no nivel da comunidade total (todos os fungos), e dos
quatro principais filos, explicados pelos pardmetros ambientais, com analise multivariada
permutacional de variancia, com base na matriz da comunidade de fungos transformada por
Hellinger. Variaveis significativas (em negrito).

(::)I:)asl) Ascomycota Basidiomycota Mortierellomycota Chytridiomycota
pH 0,643 0,762 0,21 0,535 0,799
P 0,733 1 0,825 0,854 0,452
K 0,719 0,44 0,924 0,714 0,384
Ca 0,487 0,398 0,386 0,97 0,048
Mg 0,508 0,577 0,831 0,824 0,741
Cu 0,466 0,201 0,713 0,601 0,859
Fe 0,122 0,303 0,101 0,134 0,225
Mn 0,288 0,645 0,916 0,044 0,037
Zn 0,609 0,484 0,271 0,978 0,405
Metros 0,072 0,228 0,049 0,082 0,153
Argila 0,452 0,978 0,836 0,424 0,962
Silte 0,538 0,256 0,843 0,203 0,191

A comunidade fungica total das amostras do recuo da geleira Baranowski
demonstra ter sido influenciada por Manganés (p< 0,05). A abundancia de
Ascomycota e Basidiomycota foi influenciada Manganés (p< 0,05). Além disso,
representantes do Filo Ascomycotas sofreram influéncia da cronossequéncia (metros)

do recuo (Tabela 10).
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Tabela 10. Propor¢cdo de variagdo na composigdo da comunidade fungica presente nas
amostras do solo da geleira Baranowski, no nivel da comunidade total (todos os fungos), e
dos quatro principais filos, explicados pelos pardmetros ambientais, com analise multivariada
permutacional de variancia, com base na matriz da comunidade de fungos transformada por
Hellinger. Variaveis significativas (em negrito).

(:::asl) Ascomycota Basidiomycota Mortierellomycota Chytridiomycota

pH 0,623 0,535 0,936 0,586 0,249
P 0,462 0,26 0,437 0,722 0,367
K 0,434 0,373 0,486 0,401 0,464
Ca 0,988 0,673 0,832 0,674 0,873
Mg 0,486 0,99 0,822 0,457 0,484
Cu 0,663 0,49 0,655 0,857 0,694
Fe 0,37 0,191 0,705 0,818 0,676
Mn 0,049 0,049 0,042 0,076 0,256
Zn 0,738 0,346 0,637 0,976 0,329
Metros 0,065 0,028 0,109 0,101 0,627
Argila 0,435 0,205 0,445 0,575 0,17
Silte 0,512 0,269 0,546 0,865 0,575

Para uma melhor compreensao sobre a associagao dos parametros ambientais
na composi¢ao da comunidade fungica, foi realizado a analise de correlagao linear de
Pearson. Ao avaliar os dados correspondentes a geleira Baranowski, foi possivel
observar que a variavel Metros correlacionou positivamente com o Filo
Mortierellomycota, porém essa foi uma correlacao considerada fraca (R=0.13). O Filo
Ascomycota apresentou uma correlagao linear negativa (moderada) para Metros (R=-
0.44), mas foi correlacionado positivamente (moderado) com Mn (R=0.67), pH
(R=0.43) e K (R=0.56). Os representantes do Filo Basidiomycota apresentaram
associagao positiva moderada com Ca (R=0.52), Zn (R=0.4) e negativa com K (R =-
0.49), Cu (R=-04) e Mn (R=-0.42). Os representantes de Chytridiomycota
apresentaram correlagdo positiva com Ca (R=0.52) e Zn (R=0.4). O Filo
Aphelidiomycota teve associagéo positiva com Ca (R=0.5) e negativa, Cu (R=-0.4) e
Fe (R=-0.44) (Figura 24).
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Figura 24. Correlagao de Pearson entre a composicédo da comunidade fungica e dados
ambientais das amostras do transecto da geleira Baranowski.

Para os dados da geleira Collins, o Filo Basidiomycota apresentou correlagéo
linear positiva (moderada) com Silte (R=0.46), e correlagdo negativa com K (R=-041).
O Chytridiomycota demonstrou correlacao positiva com Ca (R=0.49), pH (R=0.58) e
negativa com K (R=-0.58), Mg (R=-0.54) e Fe (R=-0.46). E o Monoblepharomycota

tiveram associacao positiva com Manganés (R=0.45) (Figura 25).
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Figura 25. Correlagao de Pearson entre a composicdo da comunidade fungica e dados
ambientais das amostras do transecto da geleira Collins.

A correlagdo linear de Pearson também foi realizada para as espécies
indicadoras de cada geleira. Para a geleira Collins, as variaveis correspondentes ao
ponto de coleta na cronossequéncia (metros) e Calcio apresentaram associagao
positiva (moderada) com representantes do género Verrucaria (ASV 735, R=0.41;
ASV 427, R=0.69). O género Pseudogymnoascus (ASV 111) apresentou associagao
positiva com Mg (R=0.47) e negativa com K = (R=-0.44). O Zinco (Zn) apresentou
associagao positiva com o género Glarea (R=0.42) e negativa com Verrucaria (ASV
427, R=-046). O representante da Classe Eurotiomycetes (ASV 530) apresentou
correlagdo positiva com Metros (R=0.61) e correlagdo negativa com pH (R=-0.52) e
Mg.
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Figura 26. Correlagdo de Pearson entre a composi¢ao das espécies indicadoras e dados
ambientais das amostras do transecto da geleira Collins.
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As amostras da geleira Baranowski apresentaram um total de 140 espécies
indicadoras. Destas, 30% apresentou correlagao linear positiva moderada (0.4 — 0.6)
com Argila e 1 taxon apresentou correlagao forte (0.7 — 1) com essa variavel. O calcio
correlacionou positivamente com 29% (moderado) das espécies e 6% das mesmas
exibiu correlacao forte. Outros parametros apresentaram correlagao positiva, como
Silte (26% moderado), Zinco (25% moderado) e Manganés (11% moderado).

Alguns parametros ambientais correlacionaram negativamente com as
espécies indicadoras, sendo o Potassio (30% moderado, 1 taxa forte), o Cobre (26%
moderado, 3% forte), e o Manganés com 22% de correlagdo negativa moderada.

Outras variaveis preditoras apresentaram correlagdes positivas e negativas,

porém em menor propor¢gao como demonstrado na figura 27.
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Figura 27. Correlagdo de Pearson entre a composi¢do das espécies indicadoras e dados
ambientais das amostras do transecto da geleira Baranowski.
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4. Discussao

Até onde vai nosso conhecimento, este trabalho representa a primeira analise
de comunidades de fungos comparando o recuo de duas geleiras com localizagdes
distintas no ambiente antartico utilizando um método NGS de alto rendimento. Com
0 progresso das tecnologias de sequenciamento de nova geragao, analises de
metagenoma e metabarcoding em estudos com amostras de sedimentos glaciais
(WRIGHT et al., 2013) e solos antarticos (PEARCE et al., 2012; DRESCH et al., 2019;
PESSI et al., 2019) tém revelado uma diversidade muito maior de linhagens e funcdes
do que se pensava anteriormente. As geleiras, mesmo sendo consideradas um dos
ambientes naturais mais desafiadores para proliferagao de vida, abrigam uma grande
diversidade de micro-organismos eucariotos. Nosso estudo demonstrou que a
diversidade e a comunidade de fungos responderam a sequéncia cronoldgica do
recuo das geleiras. Os dados revelaram que as amostras do transecto das geleiras
Baranowski e Collins apresentaram diferencas com base nas ASVs mais

representativas.

4.1. Analise dos parametros fisico-quimicos do solo

Os solos derivados do transecto das geleiras Baranowski e Collins foi
caracterizado como arenoso e médio arenoso. De acordo com as medidas fisico-
quimicas dos parametros ambientais, os valores de pH indicaram solos levemente
acido, proximos a neutros, que foram de 5,6 a 6,7. Duran et al. (2019) relatou valor
semelhante de pH em solo da geleira Collins. No entanto, Duarte, (2010) ao estudar
amostras de solo do recuo da geleira Baranowski em 2004, relatou solos mais
alcalinos do que o encontrado em nosso estudo (~ 8,4). O Manganés demonstrou uma
variacado ao longo do gradiente do transecto, sendo encontrado maior proporc¢ao a 0
metro de ambas as geleiras. O solo da Baranowski foi relativamente mais argiloso,
quando comparado com o solo da Collins.

A correlacdo de Spearman entre as varidveis ambientais e o local amostrado
(metros) demonstrou que o Manganés apresentou uma correlagao negativa moderada
para ambas geleiras, demonstrando que quando maior (em metros) o recuo, menos

Mn esta disponivel no solo.
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4.2. Diversidade e estrutura da comunidade fungica

O uso da tecnologia metabarcoding em ambientes polares ainda é desafiador
devido as concentragdes relativamente baixas de biomassa microbiana, resultando
em baixas recupera¢cdes do DNA gendmico de qualidade, principalmente em solos
jovens (BRADLEY et al., 2014). A concentracdo de DNA obtida no presente estudo,
mesmo em valores baixos, esta dentro do esperado, uma vez que os ambientes
polares possuem parametros ambientais extremos e possivelmente poucos grupos
microbianos s&o adaptados a estas condigdes quando comparados a outros habitats

Nossos resultados revelaram o total de 3025 ASVs (analogo de OTU) nas
amostras ao longo da cronossequéncia das geleiras Baranowski e Collins, sendo
1.382 ASVs recuperadas de amostras da geleira Baranowski, 2.316 ASVs das
amostras da Collins e 673 ASVs compartiihada entre as duas geleiras. Estudos
realizados em solo e geleiras em diferentes partes do mundo mostraram um numero
total de OTUs fungicas variando entre 900 e 2500 (TEDERSOO et al., 2014) e de 298
a 1611 (GUTIERREZ et al., 2015; RIME et al., 2016).

Os resultados revelaram uma abundancia relativamente maior no Filo
Basidiomycota (39%) seguida pelo filo Ascomycota (36%) e uma maior riqueza de
Ascomycota (935 ASVs) e Basidiomycota (621 ASVs). Acredita-se que a maioria dos
fungos no micobioma da Antartica pertencem ao Filo Ascomycota. Essa ideia é
apoiada pela predominancia de ASVs desse Filo em nosso estudo e em pesquisas
anteriores utilizando métodos moleculares para acessar as comunidades fungica sem
solos da Antartica (COX et al., 2016; JI et al., 2016; WEI et al., 2016; CANINI et al.,
2020), comunidades endoliticas em Vales Secos de McMurdo e em Victoria Land
(COLEINE et al., 2018) e solos da Peninsula Mitchell (JI et al., 2016).

Outros grupos fungicos reportados em nosso estudo, como Mortierellomycota,
Chytridiomycota, Aphelidiomycota, Monoblepharomycota, Rozellomycota e
Glomeromycota foram reportados como presentes em ambientes antarticos em
estudos anteriores (ROSA et al., 2019). No estudo relacionado com solo de recuo de
geleira, Tian et al. (2017) identificaram uma alta abundancia do Filo Rozellomycota
em estagios intermediarios do recuo. No presente estudo este Filo foi encontrado em
maior abundéancia nos pontos 0 (25%) e 300 m (27%) do recuo da Collins e 0 (20%) e


https://royalsocietypublishing.org/doi/full/10.1098/rspb.2014.0882
https://link.springer.com/article/10.1007/s00792-019-01146-z#ref-CR37
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100 m (28%) na Baranowski, sendo a menor abundéancia relatada no ultimo estagio
do recuo estudado (400 m) nas duas geleiras.

O Filo Chytridiomycota (comumente conhecidos como quitridios) raramente séo
isolados de ambientes extremos, mas nos ultimos anos a analise do DNA ambiental
permitiu uma maior compreensao da ecologia desses fungos basais (SAITO et al.,
2018). Representantes deste Filo sdo considerados saprotréficos e alguns grupos sao
endémicos da Antartica, podendo ser encontrados em lagos (ROJAS - JIMENEZ et
al., 2017) e em solos antarticos (COX et al., 2019; BRIDGE; NEWSHAM, 2009). Em
nossa pesquisa, os quitridios foram identificados nas amostras do recuo das duas
geleiras estudadas, representando 5% da abundancia relativa (96 ASVs). Um total de
31% dos representantes deste filo foram encontrados nos solos recuo da Collins e
69% nos solos da Baranowski. As ordens Spizellomycetales e Rhizophydiales sao os
quitridios mais comuns no solo. Foi demonstrado em experimentos de laboratério que
algumas espécies pertencentes a essas ordens toleram a dessecagcdo e o
congelamento (GLEASON et al., 2004, 2010). Representantes de Spizellomycetales
foram encontrados somente nos solos coletados nos pontos mais afastados da geleira
Collins (300 e 400 m). Representantes de Rhizophydiales e Lobulomycetales foram
observados em todos os pontos amostrados das duas geleiras.

Os fungos basidiomicetos da Classe Agaricomycetes apresentaram maior
abundancia e riqueza, representando 24% (312 ASVs) das ASVs classificadas, e com
a mesma propor¢ao de abundéancia para as duas geleiras. Esses dados contrapdem
estudos anteriores relacionados ao ambiente antartico. Cox e colaboradores (2016)
reportaram a presenga de no maximo 3% das sequéncias de Agaricomycetes na ilha
Signy, € um numero menor de sequéncias em outras duas ilhas estudadas. Outros
estudos apontaram baixa abundancia e riqueza de Agaricomycetes em solo antartico
(CANINI et al., 2020). Em contraste, os Agaricomycetes sdo um taxon fungico
dominante encontrado na maioria dos solos do mundo, constituindo uma média de
50% das sequéncias registradas no solo (TEDERSOO et al., 2014 ) e representando
um dos taxons fungicos mais ricos em OTU (MEISER et al., 2014 ; TEDERSOO et
al.,2014). De acordo com Cox et al., (2016) a auséncia de raizes lenhosas de plantas
nos solos antarticos, responsaveis por formar ectomicorrizas com membros dos

Agaricomycetes em latitudes mais baixas, provavelmente explica a abundancia muito
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menor dessa Classe de fungos na Antartica. Contudo, nossos dados revelam que os
solos derivados de recuo de geleiras sao altamente propicios para proliferagdo de
agaromicetos, sendo encontrado em maior propor¢do a 100 m do recuo da geleira
Baranowski e 400 m do recuo da geleira Collins. Além disso, os representantes dessa
Classe podem estar formando simbiose com liquens, ou até mesmo musgos. Putzke
et al. (2012) reportou a presenca de representantes da Ordem Agaricales encontrados
associados com musgos na llha Elefante, Antartica.

Fungos da Ordem Verrucariales (Ascomycota) representaram 15% das ASVs
classificadas. Os Verrucariales séo formadores de liquen, alguns representantes sao
reconhecidos como taxons endémicos antarticos, sugerindo que esses fungos séo
ineficientes na dispersao a longo prazo (COX et al., 2019). Dentre os representantes
dessa Ordem, 155 pertencem ao género Verrucaria, sendo um dos géneros mais
abundantes no total de amostras. Como Verrucaria € um género que habita rochas na
Antartica (JVSTEDAL et al., 2001), é provavel que tenhamos detectado o fungo em
seu estado de vida livre (ou como esporos ou outros propagulos) no solo.

Nossos resultados revelaram a ocorréncia de varias reads que nao puderam
ser identificadas em ambito de Filo (16%), muitas das quais podem desempenhar
papéis importantes nessas comunidades. Outros estudos envolvendo amostras
antarticas também relataram essa ocorréncia (CANINI et al., 2020; Cox et al., 2019).
Embora o sequenciamento de amostras ambientais possam detectar rapidamente a
diversidade e elucidar os padrdes ecoldgicos, essas abordagens dependem de
bancos de dados de sequéncias informativas para identificacdo de fungos
(COSTELLO et al., 2013; YAHR et al., 2016). Devido a falta de conhecimento atual,
grande parte das sequéncias ambientais ndo pode ser identificada em niveis

taxonémicos significativos (NILSSON et al., 2016).


https://nph.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/nph.14509#nph14509-bib-0010
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4.3. A estrutura do micobioma dos solos de recuo das geleiras Collins e
Baranowski

A estrutura principal do micobioma (core micobiome) forneceu dados pelos
quais é possivel identificar e analisar grupos fungicos potencialmente importantes no
recuo das geleiras antarticas estudadas. Embora existam diversos estudos sobre a
diversidade microbiana no ambiente antartico, ainda desconhecemos o core do
micobioma Antartico e, principalmente, daquele pertencente ao recuo de geleiras. Até
o momento, estudos focados em desvendar o core do micobioma Antartico se
concentram na diversidade de bactérias (SIGNORI et al 2018; CAMPEN et al., 2019).
A estrutura principal das amostras de solo do transecto correspondentes as duas
geleiras estudadas, revelou a predominancia do Filo Ascomycota (47,44%) seguido
de Basidiomycota (25,64%). A ASV com maior prevaléncia e abundancia dentre as
amostras pertence a Meruliaceae (ASV1), uma familia de fungos da Ordem
Polyporales considerados sapréfitos. Os géneros Peniophora (Basidiomycota) e
Mortierella (Mortierellomycota) também apresentaram alta prevaléncia e abundancia
no total das amostras, fazendo parte do core do micobioma total dos recuos.

O core total foi principalmente formado por representantes das Classes
Leotiomycetes, Mortierellomycetes, Agaricomycetes e Eurotiomycetes. Os géneros
como Verrucaria, Coleophoma e Psoroma foram encontrados com maior dominancia
de ASVs no core total. Os géneros Verrucaria e Psoroma sao conhecidos por serem
liquenizados e simbiotroficos (ESSLINGER et al., 2019) e Coleophoma é considerado
sapréfito (TEDERSQOO et al., 2014).

Ao comparar a estrutura principal das duas geleiras, foi possivel observar que
0 core do micobioma proveniente do solo do transecto da geleira Baranowski possui
uma maior riqueza de ASVs quando comparado ao proveniente da Collins (235 e 51
ASVs, respectivamente). Esse resultado indica que a comunidade fungica da geleira
Baranowski € mais estavel do que a da Collins.

Os Filos Ascomycota e Basidiomycota foram predominantes no core do
micobioma de ambas geleiras estudadas. Enquanto o Filo Chytridiomycota, foi
reportado somente nas amostras da geleira Baranowski. Embora o Filo
Chytridiomycota, tenha sido reportado como dominante em amostras de solo de Vales
Secos de McMurdo, Antartica (DREESENS et al., 2014) é possivel inferir que o
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mesmo, provavelmente, ndo constitui o core do micobioma dos diversos ecossistemas
antarticos. De acordo com Barr (2001), Chytridiomycota constitui um grupo muito
antigo com formas existentes, possivelmente pouco alterado desde os primeiros
tempos da evolugdo eucaridtica. Apesar da geleira Baranowski possuir datagdo mais
jovem do que a Collins, a presenca dos quitridios nas amostras desta geleira pode
estar associada a conservacgao dos solos protegidos pelo gelo.

A Classe Agaricomycetes apresentou predominancia no core das duas
geleiras, indicando se tratar de uma comunidade fungica estavel nesses ambientes.
Essa Classe foi relatada em outros estudos em ambientes antarticos, porém em baixa
abundancia (COX et al., 2016; CANINI et al., 2020). Os nossos resultados revelaram
que representantes da Classe Agaricomycetes compdem o core do micobioma das
amostras do recuo das duas geleiras, sendo a Classe predominantemente mais rica.

O core da geleira Baranowski foi composto por 17 Classes diferentes. Com
predominancia de Agaricomycetes, Leotiomycetes, Mortierellomycetes e
Microbotryomycetes, sendo 8 Classes exclusivas do core dessa geleira:
Chytridiomycetes e  Lobulomycetes  (Chytridiomycota), = Dothideomycetes,
Pezizomycetes (Ascomycota), Malasseziomycetes, Microbotryomycetes,
Tremellomycetes (Basidiomycota) e Rozellomycotina (Rozellomycota). As Classes
Microbotryomycetes e Tremellomycetes foram descritas como sendo mais ricas em
regides com climas mais quentes no hemisfério norte (TEDERSOO et al., 2014). Por
outro lado, as Classes Leotiomycetes, Microbotryomycetes (leveduras
basidiomiceticas) e Mortierellomycetes possuem maior diversidade préximos aos
polos (TEDERSOQO et al., 2014).

O core do micobioma da geleira Collins foi constituido por 9 Classes diferentes,
com a predominancia de Classes Agaricomycetes, Eurotiomycetes e
Mortierellomycetes. Apenas 7 ASVs compdem exclusivamente o core da geleira.
Essas ASVs sdao compostas por representantes do género Verrucaria, Galerina,
Pichiae por dois fungos classificados somente em ambito de Filo (Ascomycota e
Basidiomycota).

O core do micobioma compartilhado entre as duas geleiras apresentou a
predominédncia de Mortierellomycetes, Agaricomycetes e Leotiomycetes, com
predominéncia do género Mortierella. O género Mortierella, foi reportado em estudos
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anteriores em solo de recuo de geleiras (BRUNNER et al., 2011) e € comumente
encontrado em diversos ambientes e substrato Antarticos (WENTZEL et al., 2019). A
diversidade de fungos da Classe Leotiomycetes tende a aumentar em direcdo aos
polos, sendo esta uma das Classes de ascomicetos mais abundantes na tundra
do Artico e nas ilhas Antarticas (TEDERSOQO et al., 2014; ZHANG et al., 2015; COX
etal. al.,, 2016; NEWSHAM et al., 2016). Esses relatos sugerem que os taxa
encontrados na estrutura principal das amostras de solos das geleiras Baranowski e
Collins sdo altamente adaptados ao ambiente antartico e importantes para o processo
de sucesséo primaria e formacgéo dos solos de recuo de ambas geleiras.

Em adicdo, realizamos a analise de espécies indicadoras para identificar
padrées de associacao taxon-habitat. Este procedimento identifica as ASVs como
espécies indicadoras independentemente de sua abundéncia no conjunto total de
dados. Sendo possivel identificar um total de 159 taxas selecionados como espécies
preditoras. Um total de 140 taxa foi encontrado nas amostras da geleira Baranowski,
enquanto 18 taxa foram provenientes das amostras de solo de recuo da Collins. A
geleira Baranowski apresentou uma predominéancia do Filo Basidiomycota, com uma
riqueza da Classe Agaricomycetes e da Ordem Polyporales. Para as espécies
preditoras oriundas do recuo da geleira Collins a predominancia foi do Filo

Ascomycota e da Classe Eurotiomycetes.

4.4. Diferengas na estrutura da comunidade fungica das amostras de solo
das geleiras Collins e Baranowski

A analise de agrupamento hierarquico agrupou em clados distintos as amostras
pertencentes a cada geleira, indicando haver diferengas entre as comunidades
fungicas. Além disso, o teste HMP rejeitou a hipotese nula de ndo haver diferenga na
distribuicdo dos Filos entre as suas geleiras, reforgcando a diferenga entre a micobiota
desses ambientes. O resultado obtido corrobora com os dados encontrados na analise
do Core do micobioma, onde a Baranowski apresentou predominancia de
Basidiomycota e o Filo Ascomycota foi predominante nas amostras da Collins.

Para avaliar os grupos dos taxéns responsaveis pela diferenciagdo entre a
comunidade das duas geleiras foram realizadas analise de abundancia diferencial.
Um total de 72 ASVs foi apontado como responsavel pela diferenciacdo entre os
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ambientes. Os géneros Laetiporus (Basidiomycota) e Lasionectria (Ascomycota) estdo
entre as ASVs mais abundantes e prevalentes, responsaveis pela diferenciagao entre
as geleiras. O género Lasionectria foi reportado em outro estudo em amostras de solo
antartico (DA SILVA et al.,, 2020). De acordo com Sutkowska-Ziaja et al. (2018)
representantes do género Laetiporus sdo cosmopolitas, e estdo presente em todos os
continentes, exceto na Antartica. Entretanto, nossos dados revelaram um total de 14
ASVs pertencentes ao género Laetiporus, sendo 13 ASVs encontradas nas amostras
de solo do recuo da geleira Baranowski e 2 ASVs nas amostras da geleira Collins.
As analises realizadas demonstraram existir diferencas na composi¢cdo da
comunidade fungica presente no transecto das geleiras Baranowski e Collins. A maior
parte dos taxons responsaveis pela diferenciacdo entre esses ambientes foi
encontrado nas amostras da geleira Baranowski. A presenga desses taxons colabora
para hipétese dos solos de recuo da geleira Baranowski serem mais estaveis e

abrigarem uma diversidade mais antiga, anteriormente preservada pelo gelo.

4. 5. Diversidade e riqueza fungica dos solos de recuo das geleiras Collins
e Baranowski

A analise de alfa diversidade mostrou que as duas geleiras ndo apresentam
diferencgas significativas quanto a diversidade. Os indices de diversidade e riqueza
sugerem que o ponto amostrado a 0 m da geleira Baranowski € menos diverso que os
demais e a maior diversidade e riqueza foram encontradas a 100 m. As amostras de
solo do recuo da geleira Collins apresentaram um padrao diferente das amostras da
Baranowski, sendo a menor diversidade encontrada a 100 e 200 m, e a a maior
diversidade e riqueza encontradas a 300 m. A maior diversidade de fungos foi
encontrada na idade intermediaria das geleiras (expressa em metros de recuo), mas
diminuiu posteriormente, seguindo um padrao semelhante observado para plantas e
animais em cronossequéncias de solo glacial (JONES; HENRY, 2003 ;HODKINSON
et al., 2004). Resultado semelhante foi relatado em estudos da diversidade fungica no

recuo da geleira Hailuogou, China (TIAN et al., 2017).
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4.6. Variacao na composicao de espécies entre as amostras das geleiras
Baranowski e Collins

Para analisar padrdoes de similaridade de composi¢cao de espécies entre as
amostras das geleiras Baranowski e Collins foram realizadas analises de PCA e
PCoA. As duas geleiras apresentam diferengcas na composi¢cdo fungica tanto na
abordagem de dados composicionais (CoDA), quanto quando a distancia de Hellinger.

A analise de RDA demonstrou que a estrutura da comunidade fungica das
amostras da geleira Baranowski foi agrupada de forma independente da encontrada
nas amostras da geleira Collins e parece ter sido influenciada por calcio e silte. As
amostras do inicio do recuo das duas geleiras parecem sofrer influéncia de manganés.
As amostras do recuo da geleira Collins mostraram um comportamento heterogéneo,
sofrendo influéncias de potassio, ferro e magnésio. De acordo com os resultados
obtidos na analise de PERMANOVA, os preditores ambientais considerados
determinantes para a composi¢cao da comunidade fungica total foram pH, Mn e Mg.

Em geral, as respostas das comunidades microbianas do solo as mudangas
ambientais estdo intimamente relacionadas as suas propriedades especificas, como
tolerancia fisiolégica, capacidade de dispersao e taxonomia, embora estejam sujeitas
as mesmas condi¢gdes ambientais (JONES; LENNON 2010; LIU et al. 2015). Em nosso
estudo, a quantidade de variacéao total explicada pela RDA para a comunidade fungica
foi de 31%.

A analise de Mantel mostrou que os parametros ambientais apresentaram
efeito significativo com relagdo a distancia em metros do transecto de cada geleira.
Efeitos significativos foram obtidos ao correlacionar a composi¢ao fungica com a
distancia geografica do transecto e parametros ambientais das amostras da geleira
Collins, sugerindo que a comunidade fungica dessa geleira pode estar sendo
influenciada pelo tempo, espaco e variagao ambiental decorrente do recuo da mesma,
resultando no processo de sucessao primaria acompanhada pela formacgao do solo.

Ao analisar a composi¢cdo fungica das amostras das geleiras de forma
independente, observamos que foi encontrada uma relacdo linear positiva entre a
abundancia relativa da comunidade fungica do solo de recuo da geleira Baranowski e
as concentragdes de Manganés, Potassio e pH. Enquanto para as amostras da geleia
Collins a correlagdo foi positiva com concentragdes de pH, Manganés e Fasforo.


https://link.springer.com/article/10.1007/s00374-019-01355-w#ref-CR21
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Esses resultados sugerem que em ambientes limitantes como os da Antartica, mesmo
pequenas alteragdes nos valores de pH, devido a mudangas ambientais, podem afetar
as comunidades de fungos (CANINI et al., 2020).

A analise de PERMANOVA mais detalhada realizada para quantificar em que
grau os parametros fisico-quimicos poderiam explicar a composi¢gao da comunidade
com base nos Filos revelou que o Mn influenciou apenas os Filos que compdem os
solos do recuo da geleira Baranowski.

A cronossequéncia do transecto (metros) influenciou a comunidade de
Basidiomycota nas amostras da geleira Collins e de Ascomycotas nas amostras da
geleira Baranowski. De acordo com os resultados obtidos na correlagdo de Pearson
foi encontrada uma correlagdo linear negativa entre a abundancia relativa de
Ascomycota e os pontos amostrados em metros (R=-0.44), sugerindo que quanto
menor 0 recuo maior a proporcao de representantes do Filo.

O Manganés (Mn) apresentou resultados significativos (p=>0.05) para
comunidade de Mortirellomycota (Collins), Ascomycota e Basidiomycota
(Baranowski). Em adigdo, as concentracées de Mn encontradas nas amostras da
geleira Baranowski apresentaram correlagdes negativas (R=-0.42) para a abundancia
relativa de Basidiomycota e positivas para Ascomycota (R=0.67). Além disso, foi
observada correlagdo negativa (16%) e positiva com as espécies indicadoras
presentes nas amostras da geleira Baranowski. Estudos relatam que a limitagdo do
Mn pode representar um mecanismo para explicar mudangas nas comunidades de
fungos (MINOCHA et al., 2015; WHALEN et al., 2018).

Embora o pH do solo esteja entre os principais fatores de diversidade de fungos
e bactérias nas duas regides polares (SICILIANO et al., 2014 ) e de diversidade e
distribuicdo de fungos em escala global (TEDERSOO et al., 2014; BAHRAM et al.,
2018 ), nossos dados demonstraram correlagdo somente para dois Filos Ascomycota
(Baranowski, R=0.43) e Chytriodiomycota (Collins, R = 0.58). Em escala global a
riqueza de Chytridiomycota foi melhor explicada por um resposta positiva ao pH do
solo (TEDERSOQO et al., 2014).

A concentracdo de Argila (associagdo positiva) e Potassio (negativa)
encontrada nos solos das duas geleiras apresentou correlagdo com a composi¢céo da
comunidade de Basidiomycota. Além disso, a argila correlacionou positivamente
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(32%) e o Potassio negativamente (32%) com as espécies indicadoras presentes nos
solos da geleira Baranowski. Canini et al. (2020) relataram que cations trocaveis como
K foram considerados determinantes para composigao fungica em solo antartico. De
acordo com os autores, quanto maior a quantidade de argila no solo, maior sua
capacidade de reter agua e nutrientes e proporcionar condigdes mais favoraveis a
atividade microbiana.

Tedersoo et al. (2014) relataram o Caz+ como um dos preditores mais
importantes da diversidade de fungos em escala global, explicando a riqueza da
Classe Agaricomycetes (Basidiomycota) foi melhor explicada por uma resposta
positiva a concentragcdo de Ca no solo. Em nosso estudo, Ca apresentou correlagao
positiva moderada com Basidiomycota (R=0.52), Chytridiomycota (0.52) e
Aphelidiomycota (0.5). Para espécies indicadoras presentes no recuo das geleiras, 34
e 35% dos taxons encontrados nas amostras das geleiras Collins e Baranowski,
respectivamente, apresentaram correlagao positiva com Ca. Essa foi também a
variavel preditora mais bem correlacionada com as espécies indicadoras.

O método utilizado no presente estudo para a avaliacdo da diversidade e
estrutura da comunidade fungica em amostras de solo de geleiras Antarticas possui
limitagdes. Além de ter sido baseado no DNA, incluindo potencialmente fungos ativos
e inativos, fez uso da regidao barconding ITS, a qual pode ser ineficiente para
classificagdo de alguns grupos fungicos, além da auséncia de robustez nos bancos
de dados para esse marcador. Porém, os resultados obtidos sao relevantes e ampliam
o conhecimento acerca dos fungos que habitam os solos de recuo de geleiras
antarticas, de sua distribuicdo e correlagdo com os fatores ambientais.
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CONCLUSOES

o Os métodos aplicados no presente estudo permitiram o conhecimento
da diversidade e da estrutura das comunidades fungicas em solos de recuo de duas
diferentes geleiras da antartica (Baranowski e Collins). Os Filos Ascomycota e
Basidiomycota foram predominantes na composi¢ao fungica das amostras do recuo
das duas geleiras. Taxons de fungos nunca reportados em ambiente antartico foram
identificados. A abundancia de representantes de taxons incomuns nos ambientes
antarticos e associados a regides mais quentes do planeta pode ser um indicativo de
que o aquecimento esta alterando a composigcao da micobiota nesses ambientes.

o Os resultados revelaram diferengcas nos padrdes de co-ocorréncia e
trajetorias sucessivas ao longo da sequéncia cronoldgica e entre as geleiras. As
diferengas na composi¢ao das comunidades fungicas, indicam que o tempo de recuo
pode ter selecionado algumas espécies nesses ambientes.

Alguns fatores ambientais influenciaram a composi¢ao de tdxons das amostras
estudadas com destaque para Manganés e Calcio. As variaveis Mn e pH
apresentaram correlagdo positiva para comunidade fungica das duas geleiras. O
Manganés demonstrou ter influéncia na comunidade de Mortirellomycota (Collins),
Ascomycota e Basidiomycota (Baranowski). As concentracbes de Manganés
encontradas nas amostras da geleira Baranowski apresentaram correlagcdes negativas
para a abundancia relativa de Basidiomycota e positivas para Ascomycota. O Calcio
foi a varidavel ambiental que melhor correlacionou com as espécies indicadoras nas
duas geleiras estudadas.

J A geleira Baranowski demonstrou ter uma comunidade fungica mais
estavel. Apresentando o core do micobioma e espécies indicadoras representados por
maior numero de taxas. A abundancia relativa manteve homogénea pela
cronossequéncia do recuo com menor variagao na riqueza e diversidade.

o A Collins apresentou uma composi¢ao mais heterogénea entre o recuo.
Menor estrutura do micobioma e um numero reduzido de taxas indicador. E a
composic¢ao fungica apresentou correlacao significativa com o transecto e variaveis
ambientais. Sugerindo que o recuo esteja passando por um processo de sucessao
primaria e estabelecimento de espécies. Outra resposta para essa variagao talvez seja

efeito de condigdes.
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ANEXOS

ANEXO 1. Core do Micobioma associado ao recuo da geleira Baranowski e Collins
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base

Log2

ASV Mean FoldChange pvalue Filo Classe Ordem Familia Género
ASV51
ASV284 32,40 -25,992 6,59E-25 Basidiomycota Agaricomycetes Russulales Peniophoraceae Peniophora
ASV396 19,91 -25,327 2,63E-24 Ascomycota - - - -
ASV93 174,79  -11,385 2,50E-23 - - - - -
ASV56 184,12 25,589 1,59E-17 Ascomycota Eurotiomycetes Verrucariales Verrucariaceae Verrucaria
ASV384 19,23 -25,281 2,46E-17 Ascomycota - - - -
ASV130 93,55 -10,480 517E-17 - - - - -
ASV372 15,83 -25,012 5,34E-17 Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Fomitopsidaceae Laetiporus
ASV381 14,23 -24,868 8,06E-17 - - - - -
ASV389 12,28 -24,664 1,44E-16 - - - - -
ASV270 7,82 -24,054 7,97E-16 - - - - -
ASV342 5,63 -23,609 2,72E-15 Basidiomycota Agaricomycetes Russulales Peniophoraceae Peniophora
ASV167 27,30 23,099 1,47E-14 - - - - -
ASV214 24,56 22,954 2,14E-14 Ascomycota Eurotiomycetes Verrucariales Verrucariaceae Verrucaria
ASV95 20,99 22,737 3,75E-14 Mortierellomycota Mortierellomycetes  Mortierellales Mortierellaceae Mortierella
ASV102 20,31 22,691 4,22E-14 Ascomycota Leotiomycetes Thelebolales Pseudeurotiaceae Pseudeurotium
ASV185 19,11 22,607 5,24E-14 - - - - -
ASV222 17,11 22,453 7,76E-14 Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Helotiales Coleophoma
ASV439 17,17 22,456 7,70E-14 Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Helotiaceae Glarea
ASV154 14,58 22,224 1,39E-13 Ascomycota - - - -
ASV438 6,68 21,144 1,98E-12 Basidiomycota - - - -
ASV197 6,05 21,007 2,76E-12 - - - - -
ASV124 9,65 20,594 717E-12 Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Leotiaceae Gorgomyces
ASV228 4,13 20,477 9,72E-12 - - - - -
ASV9I1 142,05 -7,664 8,45E-11 - - - - -
ASV169 63,72 -7,492 2,84E-09 Basidiomycota - - - -
ASV174 57,01 -9,756 5,08E-09 Mortierellomycota Mortierellomycetes  Mortierellales Mortierellaceae Mortierella
ASV209 51,72 -9,615 1,37E-08 Basidiomycota Agaricomycetes Russulales Peniophoraceae Peniophora
ASV119 99,81 -7,728 3,64E-08 - - - - -




ASV301
ASV187
ASV366
ASV380
ASV183
ASV294
ASV190
ASV267
ASV317
ASV319
ASV83
ASV34
ASV400
ASV480
ASV68
ASV295
ASV149
ASV248
ASV43
ASV108
ASV232
ASV541
ASV628
ASV514
ASV669
ASV62
ASV72
ASV511
ASV505
ASV123
ASV663
ASV547
ASV549
ASV16
ASV49
ASV256
ASV375

29,27
64,08
21,09
19,42
70,36
24,99
52,16
47,51
25,57
24,55
118,85
387,98
15,33
12,61
152,59
26,84
66,02
33,45
302,75
97,95
43,29
13,60
9,59
12,27
13,21
240,37
217,01
14,79
14,91
106,85
10,08
13,29
9,44
1228,58
286,23
19,22
16,83

-8,795
-9,923
-8,322
-8,205
-7,281
-8,568
-9,626
-7,852
-8,598
-8,539
-6,407
-4,873
-7,861
-7,581
-5,637
-8,665
-6,527
-6,486
-3,490
-4,869
-5,958
-7,684
-7,183
-6,144
-7,639
-5,149
-5,655
-7,804
-7,815
-4,437
-7,253
-7,647
-7,159
-4,684
-4,185
7,106
-7,990

5,15E-08 1,06E-06
5,47E-08 1,09E-06
6,39E-08 1,23E-06
7,06E-08 1,32E-06
1,05E-07 1,90E-06
1,63E-07 2,88E-06
2,03E-07 3,48E-06
5,62E-07 9,37E-06
1,56E-06 2,53E-05
1,73E-06 2,73E-05
2,87E-06 4,42E-05
6,49E-06 9,53E-05
6,35E-06 9,53E-05
1,20E-05 0,00017
3,54E-05 0,00050
4,13E-05 0,00057
5,64E-05 0,00076
7,18E-05 0,00094
8,40E-05 0,00108
0,00015 0,00188
0,00018 0,00224
0,00019 0,00225
0,00020 0,00239
0,00025 0,00286
0,00025 0,00286
0,00030 0,00336
0,00032 0,00353
0,00044 0,00475
0,00045 0,00479
0,00052 0,00547
0,00064 0,00655
0,00066 0,00672
0,00068 0,00673
0,00072 0,00705
0,00078 0,00748
0,00088 0,00836
0,00090 0,00837

Ascomycota
Basidiomycota
Basidiomycota

Ascomycota
Basidiomycota
Basidiomycota

Chytridiomycota
Chytridiomycota
Basidiomycota
Ascomycota

Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Chytridiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota

Ascomycota
Ascomycota
Basidiomycota

Ascomycota

Basidiomycota
Ascomycota
Basidiomycota
Ascomycota

Basidiomycota

Leotiomycetes
Agaricomycetes
Agaricomycetes

Leotiomycetes
Agaricomycetes
Agaricomycetes

Lobulomycetes

Microbotryomycetes
Eurotiomycetes
Sordariomycetes
Agaricomycetes
Agaricomycetes

Agaricomycetes

Leotiomycetes

Microbotryomycetes
Dothideomycetes
Agaricomycetes

Malasseziomycetes

Helotiales
Polyporales
Polyporales

Helotiales
Russulales
Polyporales

Lobulomycetales

Verrucariales

Hypocreales
Polyporales
Russulales

Polyporales

Helotiales

Sporidiobolales
Pleosporales
Polyporales

Malasseziales

Dermateaceae
Meruliaceae
Fomitopsidaceae

Peniophoraceae
Meruliaceae

Verrucariaceae

Nectriaceae
Ganodermataceae
Peniophoraceae

Meruliaceae

Helotiaceae

Sporidiobolaceae

Didymosphaeriaceae

Fomitopsidaceae

156

Laetiporus

Peniophora
Mycoacia

Verrucaria

Lasionectria
Ganoderma
Peniophora

Glarea

Rhodotorula
Paraphaeosphaeria
Laetiporus



ASV134
ASV136
ASV465
ASV85
ASV146

ASV324

94,77
86,82
9,41
178,31
55,57

27,54

-4,663
-5,102
-6,624
-5,077
-4,481

-5,534

0,00098
0,00097
0,00104
0,00107
0,00111

0,00115

0,00891
0,00891
0,00926
0,00946
0,00962

0,00988

Ascomycota
Basidiomycota

Basidiomycota

Microbotryomycetes Sporidiobolales

Tremellomycetes

Sporidiobolaceae

Rhodotorula




Anexo 2. Core da micobiota compartilhada entre as amostras de solo das geleiras Baranowski e Collins
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ASV Filo Classe Ordem Familia Género
ASV 1 Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Meruliaceae -
ASV 2 Basidiomycota Agaricomycetes Russulales Peniophoraceae Peniophora
ASV 3 Mortierellomycota Mortierellomycetes Mortierellales Mortierellaceae Mortierella
ASV 4 Ascomycota Leotiomycetes Thelebolales Thelebolaceae Thelebolus
ASV 5 Mortierellomycota Mortierellomycetes Mortierellales Mortierellaceae Mortierella
ASV 6 Ascomycota Eurotiomycetes Verrucariales Verrucariaceae Verrucaria
ASV 7 Basidiomycota Agaricomycetes Russulales Peniophoraceae Peniophora
ASV 8 Ascomycota Eurotiomycetes Verrucariales Verrucariaceae Verrucaria
ASV 10 Ascomycota Eurotiomycetes Verrucariales Verrucariaceae -
ASV 11 Mortierellomycota Mortierellomycetes Mortierellales Mortierellaceae Mortierella
ASV 12 Basidiomycota Agaricomycetes - - -
ASV 13 Basidiomycota Agaricomycetes Russulales Peniophoraceae Peniophora
ASV 14 Mortierellomycota Mortierellomycetes Mortierellales Mortierellaceae Mortierella
ASV 15 Mortierellomycota Mortierellomycetes Mortierellales Mortierellaceae Mortierella
ASV 18 Mortierellomycota Mortierellomycetes Mortierellales Mortierellaceae Mortierella
ASV 19 Aphelidiomycota - - - -
ASV 22 Fungi - - - -

ASV 24 Ascomycota - - - -
ASV 26 Ascomycota Lecanoromycetes - - -
ASV 27 Ascomycota Lecanoromycetes Peltigerales Pan-riaceae Psoroma
ASV 30 Monoblepharomycota Sanchytriomycetes Sanchytriales Sanchytriaceae -
ASV 33 Ascomycota Leotiomycetes Helotiales - -
ASV 36 Basidiomycota - - - -
ASV 38 Mortierellomycota Mortierellomycetes Mortierellales Mortierellaceae Mortierella



ASV 39
ASV 43
ASV 46
ASV 47
ASV 60
ASV 63
ASV 69
ASV 73
ASV 75
ASV 76
ASV 82
ASV 88
ASV 105
ASV 111
ASV 118
ASV 120
ASV 127
ASV 367
ASV 572

Mortierellomycota
Ascomycota
Basidiomycota
Ascomycota
Ascomycota
Rozellomycota
Fungi
Fungi
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Chytridiomycota
Fungi
Ascomycota
Ascomycota
Aphelidiomycota
Ascomycota
Basidiomycota
Ascomycota

Mortierellomycetes

Sordariomycetes
Agaricomycetes
Leotiomycetes
Leotiomycetes

Eurotiomycetes
Eurotiomycetes
Leotiomycetes

Leotiomycetes
Lecanoromycetes
Aphelidiomycetes

Agaricomycetes

Mortierellales
Hypocreales
Agaricales
Helotiales
Helotiales

Chaetothyriales
Verrucariales
Helotiales

Thelebolales
Peltigerales
GS16

Polyporales

Mortierellaceae
Nectriaceae
Helotiales
Helotiaceae

Verrucariaceae
Leotiaceae

Pseudeurotiaceae
Pan-riaceae

Meruliaceae
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Mortierella
Lasionectria
Coleophoma

Glarea

Verrucaria
Gorgomyces

Pseudogymnoascus
Psoroma




Anexo 4. Espécies Indicadoras presentes nas amostras de solo da geleira Baranowski
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ASV Reino Filo Classe Ordem Familia Género Espécie
ASV183  Fungi
ASV72 Fungi Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Meruliaceae
ASV123  Fungi
ASV93 Fungi
ASV91 Fungi
ASV267  Fungi Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Meruliaceae Mycoacia fuscoatra
ASV136  Fungi
ASV90 Fungi Basidiomycota Microbotryomycetes Kriegeriales Camptobasidiaceae Glaciozyma
ASV16 Fungi Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Fomitopsidaceae Laetiporus
ASV145  Fungi
ASV29 Fungi Chytridiomycota
ASV271  Fungi Ascomycota Eurotiomycetes Verrucariales Verrucariaceae Verrucaria humida
ASV20 Fungi
ASV49 Fungi Ascomycota
ASV514  Fungi
ASV103  Fungi Ascomycota
ASV628  Fungi
ASV380  Fungi
ASV174  Fungi Mortierellomycota Mortierellomycetes Mortierellales Mortierellaceae Mortierella elongatula
ASV134  Fungi
ASV34 Fungi Basidiomycota Microbotryomycetes
ASV189  Fungi Basidiomycota
ASV233  Fungi Basidiomycota
ASV187  Fungi Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Meruliaceae
ASV61 Fungi Basidiomycota
ASV209  Fungi Basidiomycota Agaricomycetes Russulales Peniophoraceae Peniophora laxitexta
ASV576  Fungi
ASV199  Fungi Ascomycota Eurotiomycetes Verrucariales Verrucariaceae Verrucaria
ASV301  Fungi Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Dermateaceae
ASV207  Fungi Mortierellomycota Mortierellomycetes Mortierellales Mortierellaceae Mortierella fimbricystis
ASV169  Fungi Basidiomycota
ASV322  Fungi
ASV89 Fungi Rozellomycota



ASV245
ASV319
ASV152
ASV43
ASV149
ASV269
ASV330
ASV329
ASV324
ASV175
ASV419
ASV511
ASV919
ASV138
ASV541
ASV195
ASV480
ASV129
ASV180
ASV669
ASV109
ASV179
ASV247
ASV387
ASV347
ASV621
ASV295
ASV213
ASV607
ASV463
ASV203
ASV317
ASV107
ASV680
ASV294
ASV1006

Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi

Ascomycota

Ascomycota

Mortierellomycota

Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota

Ascomycota
Basidiomycota
Basidiomycota

Ascomycota

Ascomycota
Basidiomycota

Chytridiomycota

Ascomycota
Ascomycota

Basidiomycota
Ascomycota

Chytridiomycota

Chytridiomycota
Monoblepharomycota Sanchytriomycetes

Ascomycota

Sordariomycetes

Pezizomycetes
Mortierellomycetes
Tremellomycetes
Microbotryomycetes
Agaricomycetes

Sordariomycetes

Microbotryomycetes
Agaricomycetes

Leotiomycetes
Leotiomycetes

Tremellomycetes
Eurotiomycetes

Lobulomycetes

Leotiomycetes

Hypocreales
Pezizales
Mortierellales

Kriegeriales
Polyporales

Xylariales

Kriegeriales
Russulales

Helotiales
Helotiales

Cystofilobasidiales
Verrucariales

Lobulomycetales
Sanchytriales

Helotiales

Nectriaceae
Pyronemataceae
Mortierellaceae

Camptobasidiaceae
Polyporaceae

Diatrypaceae

Camptobasidiaceae
Peniophoraceae

Leotiaceae
Dermateaceae

Mrakiaceae
Verrucariaceae

Sanchytriaceae

Lasionectria
Cheilymenia
Mortierella
Glaciozyma
Peroneutypa

Glaciozyma
Peniophora

Gorgomyces
Pseudofabraea

Mrakia
Verrucaria

Sanchytrium
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oenthicola

watsonii

scoparia

parvocystidiata

citricarpa

frigida



ASV130
ASV62
ASV80

ASV667

ASV190

ASV502

ASV321
ASV53

ASV226

ASV284
ASV42

ASV470

ASV4T79

ASV650

ASV497

ASV315

ASV505
ASV94
ASV44

ASV547

ASV232

ASVI71
ASV78

ASV663

ASV832

ASV132

ASV194

ASV375
ASV66

ASV984

ASV705
ASV83

ASV555

ASV202

ASV783

ASV146
ASV79

Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi

Ascomycota

Basidiomycota

Ascomycota
Basidiomycota

Basidiomycota

Chytridiomycota

Ascomycota
Ascomycota

Basidiomycota
Ascomycota
Basidiomycota
Basidiomycota

Chytridiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota

Aphelidiomycota
Chytridiomycota
Basidiomycota
Ascomycota

Basidiomycota

Agaricomycetes

Eurotiomycetes
Microbotryomycetes

Agaricomycetes

Leotiomycetes
Leotiomycetes

Agaricomycetes
Dothideomycetes
Malasseziomycetes
Microbotryomycetes

Chytridiomycetes
Malasseziomycetes

Eurotiomycetes

Microbotryomycetes

Russulales

Verrucariales

Russulales

Helotiales
Helotiales

Polyporales
Capnodiales
Malasseziales
Sporidiobolales

Chytridiales
Malasseziales

Verrucariales

Sporidiobolales

Peniophoraceae

Verrucariaceae

Peniophoraceae

Helotiaceae
Helotiales fam_Incerta

Ganodermataceae
Cladosporiaceae
Malasseziaceae
Sporidiobolaceae

Verrucariaceae

Sporidiobolaceae

Peniophora

Verrucaria

Peniophora

Glarea
Coleophoma

Ganoderma
Cladosporium
Malassezia
Rhodotorula

Verrucaria

Rhodotorula
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humida

laxitexta

halotolerans
restricta

mucilaginosa



ASV68
ASV135
ASV366
ASV248

ASV1008

ASV99
ASV378
ASV846

ASV85
ASV588
ASV128
ASV536
ASV549
ASV231
ASV224
ASV156
ASV331
ASV400
ASV384
ASV393
ASV953
ASV116
ASV721
ASV389
ASV119
ASV396
ASV372
ASV805
ASV742

ASV23
ASV592
ASV691
ASV761

ASV97

Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi
Fungi

Chytridiomycota
Basidiomycota
Ascomycota

Ascomycota

Chytridiomycota
Basidiomycota
Ascomycota

Ascomycota
Ascomycota

Chytridiomycota
Basidiomycota

Agaricomycetes

Agaricomycetes
Dothideomycetes

Rhizophydiomycetes
Malasseziomycetes

Monoblepharomycota Sanchytriomycetes

Ascomycota
Basidiomycota

Chytridiomycota
Ascomycota

Chytridiomycota
Ascomycota

Agaricomycetes

Saccharomycetes

Polyporales

Polyporales
Pleosporales

Rhizophydiales
Malasseziales
Sanchytriales

Polyporales

Saccharomycetales

Fomitopsidaceae

Fomitopsidaceae
Didymosphaeriaceae

Sanchytriaceae

Fomitopsidaceae

Debaryomycetaceae
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Laetiporus

Laetiporus
Paraphaeosphaeria michotii

Sanchytrium

Laetiporus

Meyerozyma neustonensis




Anexo 5. Espécies Indicadoras provenientes das amostras de solo do recuo da geleira Collins
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ASV Reino Filo Classe Ordem Familia Género Espécie

ASV60 Fungi Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Helotiaceae Glarea
ASV427 Fungi Ascomycota Eurotiomycetes Verrucariales Verrucariaceae Verrucaria margacea
ASV272 Fungi Ascomycota Leotiomycetes Thelebolales Pseudeurotiaceae Pseudogymnoascus destructans
ASV63 Fungi Rozellomycota
ASV735 Fungi Ascomycota Eurotiomycetes Verrucariales Verrucariaceae Verrucaria margacea
ASV525 Fungi Ascomycota Eurotiomycetes Verrucariales Verrucariaceae Verrucaria margacea
ASV51 Fungi
ASV111 Fungi Ascomycota Leotiomycetes Thelebolales Pseudeurotiaceae Pseudogymnoascus destructans
ASV530 Fungi Ascomycota Eurotiomycetes

ASV589 Fungi Chytridiomycota

ASV256 Fungi

ASV59 Fungi Mortierellomycota Mortierellomycetes Mortierellales Mortierellaceae Mortierella antarctica
ASV442 Fungi

ASV69 Fungi

ASV177 Fungi Ascomycota

ASV171 Fungi Basidiomycota

ASV495 Fungi

ASV287 Fungi Ascomycota Sordariomycetes Microascales Microascaceae Petriella sordida
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DISCUSSAO INTEGRADA

Os ecossistemas de geleiras sdo particularmente vulneraveis a mudangas de
temperaturas forcando seu rapido recuo e podendo resultar no desaparecimento
iminente. Essa questao provoca uma grave preocupagao ecoldgica, dado o nosso
conhecimento extremamente limitado da biodiversidade nesses ambientes, incluindo
de muitos taxa endémicos (UETAKE et al., 2014). O gelo e as geleiras abrigam uma
biodiversidade significativa, apesar da baixa temperatura, pouca agua disponivel para
processos celulares (principalmente sazonalmente) e baixa disponibilidade de
nutrientes (HODSON et al., 2008; ANESIO; LAYBOURN-PARRY, 2012; BOETIUS et
al., 2015). O recuo de geleiras e a diminuicdo do manto de gelo sao capazes de
promover mudangas na biodiversidade associada a esses ambientes (STIBAL et al.,
2019).

Embora as comunidades fungicas da Antartica possuam uma longa histéria de
descricdo por meio do isolamento e da estruturacdo de colegbes de culturas, o
conhecimento é amplamente limitado aos fungos que produzem corpos de frutificagdo
ou sao facilmente cultivaveis (BRIDGE; SPOONER, 2012). Nesses estudos utilizamos
duas abordagens distintas para acessar a diversidade fungica dos recuos de geleiras
antarticas, o método tradicional dependente de cultivo e 0 método independente de
cultivo, por meio de sequenciamento de nova geracao lllumina Miseq utilizando a
abordagem metabarcoding.

O método dependente de cultivo revelou um total de 309 fungos nas onze
amostras (0, 3, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 e 800 metros) do solo da frente
da geleira Collins, os quais estao distribuidos em 19 géneros. Os dados revelaram
também a presengca de fungos filamentosos ainda nao relatados ao ambiente
antartico.

O sequenciamento de nova geracdo, por meio da abordagem de
metabarcoding da regiao ITS resultou em um total de 3025 ASVs (analogo de OTU) a
partir das amostras de solo ao longo da transecto das geleiras Baranowski e Collins
(0, 50, 100, 200, 300 e 400 m). Sendo o total de 1.382 ASVs oriundo das amostras da
Baranowski e 2.316 ASVs pertencente a Collins.

Em contraste com os dados obtidos pelo método dependente de cultivo, a

analise de metabarcoding das amostras de solo da geleira Collins, apresentou um
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total de 1.343.162 reads, sendo 1.377 ASVs classificadas ao nivel de género,
representando 161 taxons.

Com relagcdo as duas abordagens aplicadas para acessar a comunidade
fungica do solo da geleira Collins, o método metabarcoding permitiu o acesso a uma
diversidade ndo encontrada no método dependente de cultivo. Os Filos Ascomycota,
Mortierellomycota, Basidiomycota foram encontrados nas duas metodologias
utilizadas. Com dominancia de Ascomycota em ambos os métodos. Esses dados sao
consistentes com estudos anteriores baseados em abordagens independentes e
dependentes de cultivo (ARENZ et al., 2006; DREESENS et al., 2014; PUDASAINI et
al.,, 2017; DUARTE et al., 2018; WENTZEL et al., 2019; CANINI et al., 2020). No
entanto, os Filos Chytridiomycota, Aphelidiomycota, Monoblepharomycota,
Rozellomycota e Glomeromycota foram encontrados apenas quando a abordagem
metabarcoding foi utilizada. Esses resultados demostram que a analise de
metabarcoding de DNA ambiental € uma opgao valiosa para descrever a composi¢ao
e distribuicdo da microbiota terrestre em ambientes extremos como a Antartica
(CZECHOWSKI et al.,, 2017). Essa abordagem ¢é capaz de produzir grandes
quantidades de dados em detalhes, com fluxos de trabalho de laboratério
relativamente simples e com eficiéncia de tempo.

O género Mortierella (Mortierellomycota) apresentou uma alta prevaléncia e
abundancia tanto no método dependente de cultivo (7%) como no metabarcoding
(38%, 86 ASVs). De acordo com estudos anteriores, o género € descrito como
prevalentes e diversos nos ambientes da Antartica (TOSI et al., 2002 ; ADAMS et al.,
2006; ARENZ et al., 2006 , 2011; BRIDGE; NEWSHAM, 2009; GONCALVES et al.,
2012, 2015; GODINHO et al., 2013; ZHANG et al., 2013a; FURBINO et al., 2014 ).

O género Pseudogymnoascus (Ascomycota) foi relatado anteriormente como
género predominante na Antartica (ARENZ et al., 2006; DING et al., 2016; WENTZEL
et al., 2019). No entanto, o presente trabalho demostrou que esse género apresenta
uma alta abundancia em relagao a outros taxons pelo método dependente de cultivo.
Contudo, os dados obtidos pelo método de metabarcoding avaliando os solos da
mesma geleira demostraram que este n&o representa o taxon mais abundante no
transecto. na abordagem dependente de cultivo o género foi dominante e prevalente
em todas as amostras, representando 65% dos isolados, enquanto no método
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independente de cultivo, o género foi representado por 4 ASVs correspondentes a
4.823 reads, representando 0,53% da abundéncia relativa. Os fungos pertencentes
ao género Pseudogymnoascus sao conhecidos por serem psicrofilicos com uma faixa
térmica otima conhecida para crescimento entre 12 e 15° C, com interrupcéo do
crescimento a 20 °C (VERANT et al. 2012). Representantes desse género séo
capazes de crescer em uma ampla variedade de substratos (REYNOLDS; BARTON
2014a). Provavelmente essas caracteristicas citadas beneficiam a recuperacao
desses isolados presentes nos ambientes antarticos.

Os géneros reportados como mais abundantes nas amostras da geleira Collins
pela abordagem metabarcoding foram Mortierella (38%, 86 ASVs), Peniophora (21%,
63 ASVs) e Verrucaria (16%, 137 ASVs). Tanto Peniophora como Verrucaria nao
foram obtidos quando o método dependente de cultivo foi aplicado.

Com a abordagem dependente de cultivo foi possivel isolar fungos filamentosos
pertencentes ao Filo Basidiomycota (dois géneros das ordens Agaricales e
Russulales), os quais sdo raramente reportados na Antartica por métodos de
isolamento e cultivo. Grande parte dos representantes do Filo Basidiomycota
relatados no ambiente antartico utilizando abordagens de cultivo esta relacionada com
os fungos leveduriformes (DUARTE et al., 2018; WENTZEL et al., 2019; ARENZ et al.,
2009). A abordagem de metabarcoding comprovou que os fungos filamentosos
pertencentes ao Filo Basidiomycota sdo altamente abundantes no recuo da geleira
Collins, embora sejam pouco documentados por métodos de cultivo. O Filo
Basidiomycota nesse ambiente foi representado por 8 Classes, 22 Ordens, 49 Familia
e 66 géneros. A ordem Russulales (14% da abundancia relativa) foi a segunda ordem
mais abundante encontrada da geleira, sendo representado por 65 ASVs, enquanto
Agaricales, apresentou um total de 306.735 reads, representando 3,15% da
abundancia relativa do total de taxa (60 ASVs).

Com relagdo aos parametros ambientais, a analise dos modelos lineares
generalizados revelou que a distancia da geleira Collins, bem como o Fésforo e a
Argila foram capazes de modificar a distribuicdo das espécies de fungos cultivados. A
distancia da geleira (em metros) e Fosforo demostraram influenciar também a
composi¢cao da comunidade fungica independente de cultivo, observada na analise de
Mantel, com a correlacdo de Person. As variagbes ambientais demonstraram ter
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influenciado os géneros Pseudogymnoascus e Pseudeutorium. Nos dados obtidos
pelo método metabarcoding, o género Pseudogymnoascus apresentou associagao
positiva com Magnésio e negativa com Potassio.

A abordagem de metabarcoding utilizada para avaliar os solos das geleiras
Collins e Baranowski demostrou diferengas significativas entre a comunidade fungica
presente nos solos de recuo dessas geleiras. A geleira Collins vem recuando
lentamente, a area de solo exposto de frente da geleira vem mantendo uma posigao
proxima a atual por certa de 5000 anos (MAUSBACHER et al.,1989). No entanto, de
acordo com Simdes et al., (2015) houve uma aceleragado do recuo nos ultimos anos
devido ao aquecimento ambiental. Em contrapartida, a geleira Baranowski vem
recuando rapidamente, apresentando mudancas significativas nos ultimos 60 anos
(SZILO et al., 2018). A composicdo da comunidade fungica da geleira Collins
demostrou ser mais heterogénea entre as amostras no transecto, apresentando
poucas espeécies indicadoras e um core microbiano limitado. A geleira Baranowski
demostrou ter uma comunidade fungica mais homogénea entre o transecto, com um
numero maior de espécies indicadoras € uma maior representatividade de taxas
compondo o core do microbioma. Possivelmente a composicdo da comunidade
fungica desses ambientes refletem ao tempo de recuo e exposi¢cao as condicdes de
estresse do ambiente.

Os dados revelaram uma alta abundancia e prevaléncia da Classe
Agaricomycetes, principalmente nas amostras da geleira Baranowski. Essa classe é
reconhecida por possuir representantes predominantes em ambientes temperados
(TEDERSOO et al., 2014) e apresentar baixa abundancia em ambiente antartico (COX
et al., 2016). Esse resultado, indica que isso possa ser um sinal das alteragdes
ocorridas no ambiente pelo aumento da temperatura ambiental.

A mudanca climatica € um dos problemas mais importantes que preocupam a
sociedade moderna. Todos os cenarios climaticos projetam um aumento significativo
de temperatura até o final do século XXI na regido da Peninsula Antartica, o que levara
a um aumento na extensao de ambientes sem a presenga de gelo. Nesse contexto,
uma caracterizagdo precisa da resposta de ambientes recentemente deglaciados
apos o recuo glacial € fundamental para antecipar as futuras respostas ambientais

neste cenario climatico altamente sensivel.
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Contudo, sdo escassos os dados disponiveis para avaliar o impacto ambiental
nos organismos vivos devido as mudancas climaticas (GARCIA-DESCALZO et al.,
2013), sendo necessario desenvolver uma investigacao rigorosa antes de realizar
qualquer intervencdo. Desta forma, os dados sdo preciosamente necessarios para
inferir possiveis respostas de organismos vivos as mudancas climaticas. E importante
saber como os padrdées microbianos estao sendo alterados e como essas mudangas
estdo afetando o clima, pois esses micro-organismos sdo componentes essenciais
das redes alimentares e sao frequentemente os principais produtores dominantes.
Embora toda a gama de implicagbes ecoldgicas permanega pouco compreendida, as
mudancgas na base das redes alimentares implicam necessariamente consequéncias
para niveis tréficos mais altos (HOBBS et al., 2010). No entanto, a avaliagao do efeito
do aquecimento global na comunidade microbiana é uma tarefa dificil devido as muitas
variaveis de resposta mutuamente dependentes e respostas nao lineares.

A analise metabarcoding revelou uma diversidade de fungos maior do que a
encontrada pelo método dependente de cultivo, ampliando o conhecimento sobre
biodiversidade em recuos de geleiras. Contudo, um total de 16% dos reads obtidos
foram classificados apenas a nivel de Reino. Com base nisso, reforcamos a
importancia da utilizagao tanto de abordagem dependente quanto independente de
cultivo para acessar a microbiota. Embora o sequenciamento de amostras ambientais
possa detectar rapidamente a diversidade e elucidar os padrbées ecoldgicos, essa
abordagem depende de bancos de dados de sequéncias informativas para a
identificagdo (COSTELLO et al.,, 2013; YAHR et al., 2016). Compilar e validar
sequéncias ambientais de alta qualidade requer o uso de métodos taxondmicos
"tradicionais", os quais devem ser considerados complementares as abordagens de
"nova geragao" (TRUONG et al., 2017). Desta forma, a identificacdo de fungos por
métodos tradicionais € de fundamental importancia para alimentar os bancos de
dados. Devido a falta de conhecimento atual, grande parte das sequéncias ambientais
nao pode ser identificada em um nivel taxondmico significativo (NILSSON et al., 2016).
Espécimes cultivaveis e bem documentados sdo essenciais para reconstruir filogenias
robustas, vincular dados de sequéncia a morfologia e fornecer dados ecoldgicos sobre
associagdes de hospedeiros e substratos (PEAY, 2014). GenBank e UNITE s&o os
principais repositérios de dados de sequéncia de fungos usados para classificagéo de
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sequéncias. O banco de dados UNITE (https://unite.ut.ee) representa um repositorio
de sequéncias de ITS completo, com curadoria e sem sequéncias ambiguas
(NILSSON et al., 2014). No entanto, a problematica dos 'taxons escuros' (dark taxa)
representados por sequéncias sem bindmios formais esta crescendo constantemente
(PAGE, 2013; 2016), além de ‘sequéncias sem nomes' e de 'nomes sem sequéncias'.
De um periodo de 10 anos até 2009, mais de 70% das novas espécies de fungos
descritas nao tiveram sequéncia ITS depositada (HIBBETT et al., 2011). A aplicagéo
da abordagem metabarcoding esta resultando em um numero cada vez maior de
sequéncias ITS nao identificadas (FEDERHEN, 2012), as quais limitam o sistema de

classificagao para os dados de sequenciamento de nova geracgao.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

o Nossos resultados mostraram que os solos presentes no recuo de geleiras
Antarticas, mesmo sujeitos as condi¢cdes extremas do ambiente, demostraram ser
uma rica fonte para o isolamento e obtencao de dados relacionados as comunidades
fungicas.

o O método dependente de cultivo revelou uma diversidade representada
principalmente por Ascomycota e fungos cosmopolitas. Representantes dos géneros
Pseudogymnoascus e Pseudeutorium responderam as variagbes ambientais
correspondentes a disténcia da geleira, fosforo e argila.

o O género Pseudogymnoacus apresentou maior predominancia nos dados
obtidos com o método dependente de cultivo. No entanto, a analise metabarcoding
revelou este nao representa o género mais abundante no recuo da geleira Collins.

o O isolamento de fungos representantes do Filo Basidiomycota, e alta taxa de
recuperacao de DNA ambiental de Agaricomycetes (Basidiomycota) no solo dos
recuos, sugerem que esses ambientes estdo sofrendo modificacdes na estrutura da
comunidade devido ao aquecimento ambiental.

o A metodologia metabarcoding revelou diferengas significativas na composicao
fungica das geleiras Baranowski e Collins. Sugerindo que o tempo de recuo pode ter

selecionado algumas espécies nesses ambientes.
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o Os estudos de metabarcoding e metagendmica baseados em HTS podem
agregar valor na avaliagdo da integridade ecoldgica e da saude dos ecossistemas
antarticos. Quando aplicados a grandes numeros de amostras, em grandes escalas
espaciais e em varias biotas, esssas abordagens podem ampliar nossa compreensao
sobre a biodiversidade antartica em escala continental.

o O conhecimento da microbiota em solos expostos pelo recuo das geleiras
dependera da maior disponibilidade de dados gerados tanto por métodos de
isolamento e cultivo quanto por abordagens independentes de cultivo, bem como de
esforcos para avaliar quantitativamente a influéncia de varios processos ambientais
na composi¢ao da microbiota. Isso permitira tomar decisdes preditivas, colaborando
com uma melhor compreensao dos processos subjacentes que impulsionam o
desenvolvimento da comunidade microbiana em solos expostos, tanto para sistemas

de geleiras de pequena escala quanto para recuo de calotas de gelo em larga escala.
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