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RESUMO 

 

 Os fungos em geral apresentam características ecológicas muito  diversas, permitindo-

lhes adaptação a uma ampla gama de condições ambientais, inclusive adversas. Espécies 

dematiáceas (melanizadas) estão associadas a uma grande amplitude de nichos naturais e 

artificiais, como saunas, máquinas de lavar louça, oficinas mecânicas, rochas, monumentos, 

geleiras, vegetais, animais endotérmicos e ectotérmicos. Plantas como eucalipto e bambu foram 

relatadas como potenciais fontes de fungos dematiáceos, dentre outros, curiosamente revelando 

a presença de espécies oportunistas. A Floresta Estadual “Edmundo Navarro de Andrade”, 

localizada em Rio Claro, SP, foi o berço da introdução do Eucalyptus no Brasil e ainda hoje 

abriga várias espécies  de importância econômica.  Objetivando contribuir para o conhecimento  

da diversidade fúngica associada a Eucalyptus tereticornis e Bambusa vulgaris, com ênfase em 

um grupo de fungos melanizados,  métodos independentes (metataxonomia) e dependentes de 

cultivo (isolamento seletivo) foram utilizados. Solo rizosférico e córtex vegetal foram 

estudados, em um total de 12 amostras. A metataxonomia revelou 3104 Unidades Operacionais 

Taxonômicas (OTUs) de ITS e classificou 354 gêneros, 196 famílias e 8 filos pertencentes ao 

Reino Fungi. Também classificou 15 espécies, 12 gêneros e 3 famílias pertencentes à ordem 

Chaetothyriales. Observou-se que muitos apresentam importância clínica e  biotecnológica. O 

isolamento seletivo resultou em 69 culturas de fungos dematiáceos, as quais foram preservadas 

no acervo de microrganismos do Laboratório de Microbiologia Ambiental/Táxon, CEA-Unesp 

Rio Claro. Dentre os isolados, 22 foram sequenciados e identificados molecularmente, 

evidenciando a ocorrência dos táxons Cladosporium spp., Cyphellophora musae, Exophiala 

spp. e Exophiala pisciphila. Das amostras analisadas, o solo rizosférico demonstrou maior 

diversidade e riqueza de fungos, em especial a região do talhão de eucalipto 29, área sul da 

floresta. Esse estudo mostrou ainda que o local de estudos constitui um importante reduto do 

patrimônio genético nacional e, em especial, Eucalyptus e Bambusa  abrigam comunidades 

fúngicas com grande potencial de aplicação na área médica e para bioeconomia. 

 

Palavras-chave: Bioeconomia, Coleções de culturas; Diversidade fúngica; Espécies crípticas; 

Fungos melanizados; Metataxonomia; Oportunismo. 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

 Fungi in general have very diverse ecological characteristics, allowing them to adapt 

to a wide range of environmental conditions, including adverse ones. Dematiaceous 

(melanized) species are associated with a wide range of natural and artificial niches, such as 

saunas, dishwashers, mechanical workshops, rocks, monuments, glaciers, endothermic and 

ectothermic animals. Plant species such as eucalyptus and bamboo were reported as potential 

sources of opportunistic dematiaceous fungi, among others, curiously revealing the presence of 

opportunistic species. The Edmundo Navarro de Andrade State Forest, located in Rio Claro, 

SP, was the birthplace of the introduction of Eucalyptus in Brazil and and still today houses 

several species of economic importance. Aiming to contribute to the knowledge of fungal 

diversity associated with Eucalyptus tereticornis and Bambusa vulgaris, with emphasis on a 

group of melanized fungi, independent (metataxonomy) and dependent (selective isolation) 

methods were used. Rhizospheric soil and plant cortex were studied, in a total of 12 samples. 

The metataxonomy revealed 3104 Operational Taxonomic Units (OTUs) of ITS and classified 

354 genera, 196 families and 8 phyla belonging to the Kingdom Fungi. It also classified 15 

species, 12 genera and 3 families belonging to the order Chaetothyriales. It was observed that 

many have clinical and biotechnological importance. The selective isolation resulted in 69 

cultures of dematiaceous fungi, which were preserved in the collection of microorganisms of 

the Environmental Microbiology Laboratory/Táxon (LMA), CEA-Unesp Rio Claro. Among 

the isolates, 22 were sequenced and identified molecularly, showing the occurrence of the taxa 

Cladosporium spp., Cyphellophora musae, Exophiala spp. and Exophiala pisciphila. Of the 

samples analyzed, the rhizospheric soil showed greater diversity and richness of fungi, 

especially in the region of the eucalyptus stand 29, in the southern area of the forest. This work 

also showed that the study site is an important stronghold of the national genetic heritage and, 

in particular, Eucalyptus and Bambusa are home to fungal communities with great potential for 

application in the medical field and for bioeconomy. 

 

Keywords: Bioeconomy, Culture collections; Fungal diversity; Cryptic species; Melanized 

fungi; Metataxonomy; Opportunism.
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1 INTRODUÇÃO 

 

 A Floresta Estadual “Edmundo Navarro de Andrade” (FEENA), localizada na cidade 

de Rio Claro-SP, Brasil, foi o berço da introdução de mais de 60 espécies de Eucalyptus no 

Brasil (REIS; PONTALTI, 2005). Abriga também outras plantas nativas e exóticas, como os 

bambus, constituindo assim um ambiente de rica diversidade biológica. Apesar da diversidade 

vegetal e de diferentes tipos de solos presentes na FEENA, poucos estudos buscaram revelar os 

recursos genéticos microbianos encontrados no local. 

  Microrganismos surgiram na Terra há cerca de 3,8 bilhões de anos atrás, e 

provavelmente existirão mesmo além de eventos futuros de extinção, devido à sua imensa 

diversidade e capacidade de respostas às mudanças ambientais (CAVICCHIOLI et al., 2019). 

Múltiplos microrganismos que colonizam solo e plantas, como os fungos, desempenham papéis 

essenciais nos nichos que habitam. Possuem potencial biotecnológico aplicado à agricultura, 

dentre outros setores, podendo ser isolados e formulados, tornando-se novos produtos 

biológicos, representando o futuro da agricultura sustentável (DOS SANTOS; OLIVARES, 

2021). 

 Ao longo da história da taxonomia dos fungos, muitas descobertas e modificações 

ocoreram na classificação dos grupos. Com o avanço contínuo das técnicas moleculares e 

sequências de DNA de estudos mais recentes, a micologia vem reconstruindo a história de vida 

destes seres. Segundo o trabalho de Wijayawardene e colaboradores (2020), o reino Fungi 

apresenta atualmente 19 filos, enquanto que informações do Catalogue Of Life (COL)  

(https://www.catalogueoflife.org/data/search?TAXON_ID=F&rank=phylum&status=accepted

&status=provisionally%20accepted), apontam 7. É possível encontrar distintas classificações 

taxonômicas de fungos, reconhecidas por diferentes autores. Tal discussão científica demonstra 

a demanda por estudos de levantamentos de espécies fúngicas, ponto chave para preencher 

possíveis lacunas filogenéticas.  

  Dos filos aceitos, Ascomycota compõe um grupo heterogêneo conhecido por 

apresentar um maior número de representantes com estruturas de coloração acastanhada, como 

resultado da presença do pigmento melanina na parede celular. Esse pigmento constitui uma 

macromolécula biológica que está associada à proteção e à tolerância a condições extremas 

(SCHUMACHER; GORBUSHINA, 2020). 

 Podemos dizer que os dematiáceos formam um grupo ecologicamente notável. 

Apresentam crescimento meristemático (extensão celular isodiamétrica e formação de paredes 
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celulares espessas), capacidade de alternar entre formas leveduriformes ou filamentosas 

(pleomorfismo), termotolerância, osmotolerância, adesão, hidrofobicidade, produção de 

polissacarídeos extracelulares, metabólitos secundários ácidos ou alcalinos, sideróforos 

(importante na captação de ferro) e formação de corpos muriformes (AMETRANO; MUGGIA; 

GRUBE, 2019; CHOWDHARY; PERFECT; DE HOOG, 2015; DE HOOG, 1993; MUGGIA 

et al., 2021; STERFLINGER, 2006). 

 Curiosamente, vários trabalhos observaram certa virulência ocasionada pelos fungos 

melanizados, a qual foi explicada mediante o conceito de “Virulência acidental” 

(CASADEVALL; PIROFSKI, 2007). Supõem-se que os fatores de patogenicidade e 

oportunismo, demonstrados são moldados por pressões de seleção externas ao hospedeiro. 

 Os fungos dematiáceos pertencem principalmente a duas classes de ascomicetos: 

Dothideomycetes e Eurotiomycetes (AMETRANO; MUGGIA; GRUBE, 2019, GUEIDAN et 

al., 2011; MUGGIA et al., 2021). No primeiro grupo é possível encontrar espécies melanizadas 

nas ordens Dothideales, Capnodiales e Pleosporales (SCHOCH et al., 2020), associados a 

doenças em plantas. No segundo são principalmente encontrados na ordem Chaetothyriales, 

como saprotróficos e patogênicos (TEIXEIRA et al., 2017). 

 A ordem Chaetothyriales (Eurotiomycetes), também conhecida por “leveduras negras 

e espécies relacionadas” possui gêneros bem conhecidos, como Cladophialophora, Exophiala, 

Fonsecaea e Phialophora (pertencentes à família Herpotrichiellaceae), por serem de 

importância clínica e consideradas agentes oportunistas de doenças em humanos e vertebrados 

(QUAN et al., 2020).  

 Representantes dessa ordem apresentam estilos de vida versáteis que os permitem 

ocupar diferentes nichos como ambientes aquáticos, rochas, insetos (como a frequente e 

consistente associação com formigas), em locais poluídos (potenciais agentes na 

biodegradação), como micoparasitas, ambientes contaminados com compostos tóxicos, em 

monumentos e em ambientes urbanos poluídos (GUEIDAN et al., 2008; QUAN et al., 2021; 

TEIXEIRA et al., 2017). Locais domésticos úmidos, como paredes de banheiros, tubos, filtros 

e drenos de chuveiros e máquinas de lavar roupas também foram relatados como fontes de 

isolamento desses fungos (LIAN; DE HOOG, 2010). 

 Os eucaliptos apresentam hidrocarbonetos (DOS REIS et al., 2012), bem como outros 

compostos aromáticos, taninos, compostos flavônicos, cera e resina (FRANCO, 2005). Estas 

substâncias podem favorecer a presença de fungos dematiáceos e afins. Fungos da ordem 

Chaetothyriales já foram recuperados de eucaliptos, assim como em seu solo  rizosférico, além 

de isolados melanizados das ordens Capnodiales e Pleosporales (ATTILI- ANGELIS, 2010; 
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JIMU et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2016; BARON, 2014). 

 Os bambus têm recebido atenção considerável nos últimos anos como fontes de fibra 

natural vegetal. Possuem rápido crescimento, até três vezes maior quando comparado com o 

dos eucaliptos (JUNIOR et al., 2013). Fungos das ordens Chaetothyriales, Dothideales, 

Capnodiales e Pleosporales também foram isolados dessa espécie (YANG et al., 2014; 

ARZANLOU; KHODAEI, 2012; ZHOU et al., 2017). 

 Acredita-se que apenas uma pequena fração de espécies existentes de Chaetothyriales 

e outros dematiáceos seja conhecida, devido à representação fragmentária dessas espécies e 

disponibilidade limitada de sequências (QUAN et al., 2020). Além de que, segundo dados do 

banco taxonômico NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi)  

(SCHOCH et al., 2020), existem táxons da ordem e relativos que ainda carecem de classificação 

a nível específico. A combinação dos métodos independente (obtenção de sequências) e 

dependente de cultivo (isolamento de fungos dematiáceos) acarretará no avanço do 

conhecimento da biodiversidade e ecologia do grupo, além de grande chance de revelar espécies 

ainda desconhecidas      para a ciência. 
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2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Floresta Estadual “Edmundo Navarro de Andrade” 

 

A Floresta Estadual “Edmundo Navarro de Andrade” (FEENA) é uma Unidade de 

Conservação, que pertence ao grupo das Unidades de Uso Sustentável prevista na Lei Federal 

n.º 9.985/2000. É administrada pelo Instituto de Pesquisas Ambientais (IPA), órgão da 

Secretaria de Infraestrutura e Meio Ambiente de São Paulo-SP (GOVERNO..., 2021). A 

unidade está situada no Estado de         São Paulo, Brasil, e abrange os municípios de Rio Claro-

SP e Santa Gertrudes-SP. Apresenta notáveis características paisagísticas, como edificações 

históricas, lago artificial e plantios de diversas espécies arbóreas nativas e exóticas, dentre as 

últimas, sobretudo o eucalipto. Compõe um banco genético ex situ com mais de 60 espécies de 

Eucalyptus, de relevância biológica e comercial, reconhecida na área da silvicultura (REIS; 

PONTALTI, 2005). 

Segundo o Plano de Manejo da FEENA (REIS; PONTALTI, 2005), as atividades de 

uso público são estimuladas, a fim de manter um elo entre a Floresta e a sociedade. Monitoria 

de visitantes, centro de visitantes e voluntariado para recepção do público, placas e materiais 

informativos, organização de eventos, promoção da Unidade em eventos externos, educação 

ambiental e implantação de trilhas são alguns dos tipos de atividades praticadas. As atividades 

de pesquisa ocorrem através da submissão  do projeto ao Instituto de Pesquisas Ambientais 

(IPA), e se aprovado, o projeto passa a fazer parte do Cadastro de pesquisas aprovadas. Cerca 

de 75% das pesquisas cadastradas e em andamento na FEENA têm como proponente os 

pesquisadores da UNESP do campus de Rio Claro. 

Tratando-se de fungos, existem alguns trabalhos recentes que foram realizados na 

Floresta Estadual, envolvendo o isolamento destes microrganismos. Baron (2014) teve como 

objetivo a identificação morfológica, molecular e filogenética de fungos dematiáceos 

selecionados previamente para estudos da avaliação de seu potencial de biodegradação do 

poluente tolueno, dentre eles 13 isolados provenientes de fragmentos de cascas de Eucalyptus 

tereticornis. 

Outros trabalhos relevantes, como de Angelini (2016), podem ser citados. Este estudo 

avaliou o potencial de microrganismos isolados de solo quanto à presença das enzimas nitrila 

hidratase (NHase)/amidase e/ou nitrilase (Nase), e sua capacidade de converter mandelonitrila 

em ácido mandélico e/ou mandelamida. 

Canali (2017) realizou um isolamento de fungos entomopatogênicos a partir de 
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rainhas jovens da formiga Atta sexdens rubropilosa coletadas na Floresta, para fins de 

aplicação em controle biológico de formigas cortadeiras. Lacerda (2018) descreveu a 

comunidade fúngica endofítica presente em diferentes fases foliares (frescas e em serapilheira 

em diferentes estágios de maturação) de Eucalyptus microcorys. 

A Floresta pode ser considerada como um grande e inestimável patrimônio cultural, 

biológico e genético. É fundamental que esses recursos sejam explorados adequadamente, 

bioprospectados e conservados, de forma a divulgar e valorizar o patrimônio público e 

ambiental. 

 

2.2. Fungos: características e importância 

 

 Os fungos são organismos eucarióticos, aclorofilados, heterotrófos que obtêm 

alimento absorvendo substâncias orgânicas dissolvidas por meio de sua superfície celular. Em 

geral, possuem hifas como estrutura vegetativa filamentosa básica,  as quais juntas dão origem 

ao que se chama micélio. Suas ramificações formam praticamente uma grande “rede” de 

diversas interações com outros organismos da micro e mesofauna. Muitos fungos também são 

unicelulares como as leveduras, as quais possuem menor capacidade de penetração, 

colonizando superfícies de partículas (RAGHUKUMAR, 2017). 

 A reprodução destes organismos acontece mediante a dispersão de esporos ou células, 

produzidos sexuada ou assexuadamente. Muitos fungos perderam a capacidade de se reproduzir 

sexuadamente e produzem apenas esporos assexuados. Participam da decomposição de matéria 

orgânica como sapróbios, sendo essenciais para a reciclagem de nutrientes na Terra 

(HAWKER, 2016; RAGHUKUMAR, 2017). 

 Representam um agrupamento polifilético (espécies apresentam dois ou mais 

ancestrais diferentes) (MAZZAROLO, 2005), sendo organismos extremamente diversos na 

árvore da vida. Essa diversidade é vista em sua ecologia, evolução, morfologia, fisiologia e 

filogenia. Micologistas taxonomistas descreveram apenas cerca de 135.000 a 150.000 espécies, 

o que estima aproximadamente 10% no máximo do número total de fungos no mundo (RAJA; 

OBERLIES; STADLER, 2021). 

 Os fungos estão classificados atualmente em 19 filos (WIJAYAWARDENE et al., 

2020), sendo eles: Aphelidiomycota, Ascomycota, Basidiobolomycota, Basidiomycota, 

Blastocladiomycota, Calcarisporiellomycota, Caulochytriomycota, Chytridiomycota, 

Entomophthoromycota, Entorrhizomycota, Glomeromycota, Kickxellomycota, 



15 
 

Monoblepharomycota, Mortierellomycota, Mucoromycota, Neocallimastigomycota, 

Olpidiomycota, Rozellomycota e Zoopagomycota. 

 Ascomycota (WIJAYAWARDENE et al., 2020) compreende representantes com 

hifas septadas e algumas leveduras. A taxonomia do filo está sendo constantemente revista nos 

últimos anos. Com cerca de 32.300 espécies, este filo apresenta  táxons que possuem aplicações 

biotecnológicas diversas, como na produção de alimentos, de enzimas aplicadas  em 

biorremediação, nas indústrias têxtil e farmacêutica (NEVALAINEN, 2020). Também há 

registros da ocorrência de patógenos de humanos e animais (KOHLER; PERFECT, 2015). 

Os ascomicetos dematiáceos (Pezizomycotina) estão distribuídos em duas classes, 

Dothideomycetes e Eurotiomycetes (Chaetothyriomycetidae) (AMETRANO; GRUBE; 

MUGGIA, 2019; GUEIDAN et al., 2011; MUGGIA et al., 2021; WIJAYAWARDENE et al., 

2020). 

Pleomorfismo constitui outra característica dos fungos melanizados, os quais podem  

expressar forma filamentosa ou leveduriforme, como uma resposta ao nicho ecológico que 

habitam. A presença de melanina favorece fungos patogênicos ou oportunistas contra respostas 

imunes inatas de seu hospedeiro. Este pigmento atua de forma decisiva na determinação do 

nível de virulência de algumas espécies, seja em animais ou em plantas (POLAK, 1990) e está 

associado à sobrevivência e capacidade de competição de fungos em ambientes hostis 

(VICENTE et al., 2017). 

As melaninas são divididas em três grupos principais: eumelaninas, feomelaninas e 

alomelaninas (GÓMEZ-MARÍN et al., 2007). O 1,8-di-hidroxinaftaleno, produzido através da 

via DHN-melanina, foi o principal pigmento escuro detectado em Cladosporium 

cladosporioides, apesar da natureza das melaninas nesses fungos dematiáceos ser complexa 

(LLORENTE et al., 2012). 

A versatilidade ambiental de fungos melanizados sugere que eles mantêm um conjunto 

compartilhado de características, o que facilita a adaptação a novos habitats (AMETRANO; 

MUFFIA; GRUBE, 2019). A alta resistência a fatores estressantes fisiologica e biologicamente, 

como a escassez de água e nutrientes, temperaturas extremas, alta radiação, toxicidade, acidez 

e salinidade, são características marcantes encontradas nestes microrganismos (AMETRANO; 

MUGGIA; GRUBE, 2019; DE HOOG, 1993; MUGGIA et al., 2021; STERFLINGER, 2006). 

Por outro lado, alguns Chaetothyriales e Pleosporales possuem potencial de aplicação 

em biodegradação de hidrocarbonetos voláteis (BTEX) e aromáticos (HAP), poluentes 

ambientais tóxicos (BARON et al., 2021). Assim, podem ser utilizados em processos de 

biorremediação e em estudos de bioprospecção de novos produtos naturais, como enzimas 
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(BARON, 2014). Existem poucas espécies oportunistas na ordem Pleosporales, o que favorece 

a exploração de seu potencial biotecnológico, devido à sua capacidade de degradação 

xenobiótica, ainda pouco estudada no grupo (BARON et al., 2021). Devido às características 

extremofílicas de algumas espécies da ordem Pleosporales, i.e. Cryomyces antarcticus e 

Cryomyces minteri, pesquisadores sugerem que possam resistir a vôos interplanetários e 

permanecer por longo período em Marte (ONOFRI et al., 2008). 

Espécies da ordem Capnodiales foram encontradas associadas a rochas, como 

patógenas de plantas e humanos, epífitas, sapróbias, endófitas em plantas de desertos quentes, 

em águas hipersalinas e espécies liquenizadas (ABDOLLAHZADEH et al., 2020; EGIDI 

et al., 2014). Na ordem Cladosporiales, recém proposta, são encontradas como sapróbicas, 

endofíticas, fungícolas, liquenícolas e patogênicas (animais e vegetais) (ABDOLLAHZADEH 

et al., 2020). Já na ordem Dothideales foram encontradas como  endófitas ou epífitas de plantas 

vivas e como sapróbias, patogênicas e oportunistas, isoladas de poeira interna doméstica, 

rochas, ambientes com altas concentrações de sal e álcool (SCHOCH et al., 2006; VICENTE 

et al., 2008; HUMPHRIES et al., 2017; ZHAO et al., 2010). Pleosporales, a maior ordem  

de sua classe, possui espécies que habitam vários substratos. Podem ser encontradas como 

epífitas, endófitas, parasitas de plantas, fungos e insetos, liquenizadas,  sapróbias (ZHANG et 

al., 2012),  ou ainda em fontes hidrotermais (PANG et al., 2019).  

 

2.3. Fungos dematiáceos Eurotiomycetes  

 

 Os fungos dematiáceos Eurotiomycetes são principalmente encontrados na ordem 

Chaetothyriales (subclasse Chaetothyriomycetidae). Outras ordens próximas são 

Phaeomoniellales (abriga principalmente endófitos e patógenos de plantas) (CHEN et al., 

2015), Pyrenulales e Verrucariales (principalmente liquenizadas e ocupam superfícies de 

rochas) (GEISER et al., 2006; GUEIDAN et al., 2008; GUEIDAN et al., 2014; SCHOCH et 

al., 2020). 

 Oligotrófico e diversificado, o conjunto de espécies que Chaetothyriales representa 

pode ser encontrado em vários substratos (GUEIDAN et al., 2014). Assim como apresentam 

diversas adaptações, há uma ampla variedade de nichos ocupados pelo grupo, como 

saprotróficos e patogênicos (TEIXEIRA et al., 2017). O particular interesse pela ordem 

Chaetothyriales está  relacionado à habilidade de diversos membros causarem doenças 

oportunistas em humanos (QUAN et al., 2021), por sua aplicação biotecnológica (DO 

NASCIMENTO, 2017) e por conta da falta de conhecimento acerca da taxonomia do grupo. 
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Algumas espécies apresentam um alto grau de especialização ecológica, particularmente 

notável nas que colonizam formigas (QUAN et al., 2021).  

A ordem Chaetothyriales demonstra elevada diversidade, sendo atualmente 

reconhecidas seis famílias, são elas: Chaetothyriaceae, Cyphellophoraceae, Coccodiniaceae, 

Epibryaceae, Herpotrichiellaceae e Trichomeriaceae. Os táxons que as representam estão 

divididos em 42 gêneros e 273 espécies (QUAN et al., 2020). 

As espécies da família Chaetothyriaceae são principalmente epífitas, colonizando a 

superfície de plantas vivas. A família Cyphellophoraceae apresenta ecologia principal epífita, 

mas também inclui oportunistas moderados de pele e unhas humanas. Coccodiniaceae 

representa uma família com poucas espécies epilíticas e epifíticas, sendo de difícil cultivo e 

sequenciamento. A família Epibryaceae apresenta várias espécies de fungos briófilos e 

liquenícolas, bem como espécies que habitam rochas, solo e plantas vasculares. Já a 

Trichomeriaceae é composta por espécies que habitam rochas e espécies epifíticas 

(CHOMNUNTI et al., 2012; FENG et al., 2014; ISOLA et al., 2016; QUAN et al., 2020; 

TEIXEIRA et al., 2017). 

A família Herpotrichiellaceae reúne a maioria dos fungos dematiáceos e abrange 

espécies consideradas clinicamente importantes, oportunistas de infecção traumática em 

humanos, como a cromoblastomicose, micetomas, cistos feumicóticos e feohifomicose. 

Investigações revelaram a existência espécies sapróbias conhecidas como agentes de 

cromoblastomicose e feo-hifomicose,  Cladophialophora bantiana, Fonsecaea pedrosoi e 

Phialophora verrucosa (VICENTE  et al., 2001, DE HOOG, 1993). A existência de espécies 

patogênicas eventualmente relatadas como sapróbias indica que fatores que promovem a 

virulência no hospedeiro humano, podem estar ligados à sobrevivência do fungo em seu nicho 

ecológico natural. Este conceito é postulado de “Virulência acidental”  (CASADEVALL; 

PIROFSKI, 2007). 

Algumas linhagens são conhecidas por atuar na degradação de hidrocarbonetos 

aromáticos, principalmente espécies da família Herpotrichiellaceae, como Cladophialophora 

e Exophiala (PRENAFETA-BOLDÚ; SUMMERBELL; DE HOOG, 2006). Blasi et al. (2016) 

realizaram um ensaio com Exophiala mesophila (CBS 120910) e Cladophialophora immunda 

(CBS 110551), isoladas de um paciente com sinusite crônica e uma amostra de solo poluída 

(posto de gasolina), respectivamente. Foi constatada a capacidade destas linhagens de crescer 

em tolueno, um hidrocarboneto aromático e poluente ambiental que está presente no petróleo e 

em combustíveis, evidenciando o potencial das leveduras negras em relação à biorremediação 

(BARON et al., 2021). 
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A taxonomia dos Chaetothyriales é muito complexa e ainda está longe de ser 

elucidada. De acordo com o navegador taxonômico do NCBI (SCHOCH et al., 2020), ainda 

existem grupos considerados como “Chaetothyriomycetidae incertae sedis”, “unclassified 

Chaetothyriomycetidae” e “uncultured Chaetothyriomycetidae”, demonstrando que o 

conhecimento acerca da diversidade desses táxons ainda é pouco. Utilizar técnicas 

independentes e dependentes de cultivo podem contribuir grandemente para a obtenção de 

novas sequências e isolados, colaborando com o avanço e classificação taxonômica dos 

Chaetothyriales. 

 

2.4. Métodos independentes e dependentes de cultivo microbiano 

 

A adoção de novas estratégias para estudos da diversidade microbiana tem sido muito 

recomendável. Atualmente, os métodos independentes de cultivo têm se mostrado uma 

ferramenta extremamente útil e informativa. A metataxonomia, por exemplo, ajuda a 

caracterizar a microbiota de uma amostra a partir de regiões específicas do genoma. Podem ser 

criadas árvores, demonstrando as relações entre todas as sequências obtidas. Desta forma, é 

possível realizar a descrição de comunidades microbianas com papéis funcionais, como o caso 

da microbiota de laticínios brasileiros (FRAZILIO et al., 2020).  

A construção de bibliotecas metagenômicas por DNAs ambientais fornece uma fonte 

indispensável para se conhecer os recursos genéticos presentes no ambiente, frequentemente 

não revelados pelas técnicas convencionais. Esses recursos ajudam os perquisadores na 

prospecção in silico de informações (DE OLIVEIRA et al., 2006). Também é recomendada no 

estudo de fungos que apresentam crescimento lento em meio de cultura artificial, como várias 

espécies de dematiáceos. Assim, a metataxonomia se mostrou uma alternativa confiável e 

rápida em estudos que buscam conhecer as comunidades microbianas de um determinado 

substrato (DE FÁTIMA COSTA et al., 2020). 

As análises de comunidades microbianas usando técnicas dependentes de cultivo 

baseiam-se no isolamento dos microrganismos em meios de cultura artificiais.  Utilizando-se 

diferentes meios de cultura e condições ambientais, é possível maximizar a recuperação de uma 

variedade de espécies (morfológica e fisiologicamente), principalmente em estudos voltados  à 

diversidade do solo (HILL et al., 2000). Apesar de serem vantajosas por permitirem coleções 

de culturas puras (LV et al., 2015), as técnicas dependentes de cultivo apresentam limitações. 

Resultados de estudos independentes e dependentes de cultivo demonstraram que apenas até 



19 
 

10% da diversidade microbiana do solo é recuperada mediante o uso de técnicas dependentes 

de cultivo (DE OLIVEIRA et al., 2006). 

A combinação de métodos independentes e dependentes de cultivo pode revelar 

comunidades microbianas complexas (PUŠKÁROVÁ et al., 2016). Ambos os métodos devem 

ser vistos como abordagens complementares e integradas para uma avaliação mais confiável da 

amostragem de microrganismos (GARCIA, 2016). 

É incontestável que aliar diferentes estratégias, principalmente tratando-se da 

complexidade taxonômica dos fungos dematiáceos, pode favorecer a obtenção de resultados 

concretos e complementares. Assim, problemas de complexidade e desconhecimento da 

diversidade do grupo podem ser contemplados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 
 

3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

 

Caracterizar a diversidade de fungos, com enfoque na ordem Chaetothyriales, 

associados a eucalipto e bambu, cultivados na Floresta Estadual “Edmundo Navarro de 

Andrade”. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

● Comparar a diversidade de fungos em córtex vegetal e solo rizosférico de Eucalyptus 

tereticornis e Bambusa vulgaris, em diferentes setores da Floresta Estadual “Edmundo Navarro 

de Andrade” utilizando-se método independente de cultivo; 

● Verificar a presença de fungos de importância médica em amostras ambientais; 

● Acessar a diversidade de fungos dematiáceos cultiváveis, mediante método dependente de 

cultivo seletivo; 

● Identificar os isolados por métodos clássicos e/ou moleculares, mediante análises 

morfológicas e filogenéticas; 

● Levantar informações ecológicas dos grupos estudados e buscar isolados ambientais ainda 

não descritos para a ciência; 

● Verificar, nas amostras estudadas, a ocorrência de representantes da ordem Chaetothyriales 

e afins, relatados como oportunistas, potenciais patogênicos, ou importantes para a 

bioeconomia, utilizando a combinação de técnicas; 

● Incrementar o acervo de fungos do Laboratório de Microbiologia Ambiental/Táxon (LMA). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O projeto obteve aprovação pelo COTEC (Comissão Técnica Científica do Instituto 

Florestal),  órgão que durante o período de execução do projeto (Processo SIMA nº 

008.598/2019) era responsável pelas pesquisas realizadas. Atualmente, o Instituto Florestal 

juntamente com outros Institutos ambientais, passaram a compor o Instituto de Pesquisas 

Ambientais (IPA).  

O estudo independente de cultivo (metataxonomia) contou com a colaboração do 

Laboratorio de Microbiologia Molecular (LABMICRO) do Departamento de Patologia Básica, 

da Universidade Federal do Paraná (UFPR) e com o Centro de Coleções Microbiológicas da 

Rede Paranaense Taxonline (CMRP/Taxonline), Curitiba, PR. A Método de identificação 

molecular dos isolados obtidos foi realizada no laboratório de biologia molecular, na Divisão 

de Recursos Microbianos (DRM) do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas 

e Agrícolas (CPQBA), na Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), Paulínia, SP. 

A análise dependente de cultivo foi realizada no Laboratório de Microbiologia 

Ambiental (LMA)/Táxon, localizado no Centro de Estudos Ambientais (CEA), pertencente ao 

Instituto de Geociências e Ciências Exatas (IGCE) na Universidade Estadual de São Paulo 

“Júlio de Mesquita Filho” (UNESP) – campus de Rio Claro, SP. Na etapa de moagem das 

amostras de tecidos vegetais, houve colaboração do Laboratório de Espectrometria Atômica, 

também no CEA/UNESP.  

O fluxograma abaixo (Figura 1) esquematiza e resume as etapas do projeto, destacando 

a sequência do andamento das atividades. 
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Figura 1. Fluxograma das atividades do projeto. Em azul - objetivo geral; verde – etapas da análise 

independente de cultivo e laranja – etapas da análise dependente de cultivo. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

4.1 Área de estudo e amostragem 

 

A FEENA está localizada na região centro-leste do Estado de São Paulo, Brasil, nos 

municípios de Rio Claro – SP e Santa Gertrudes-SP (Figura 2). 

A área da Unidade corresponde a 2.230,53 hectares, sendo circundada por fazendas 

(predominando a cultura cana-de-açúcar), usina, centros urbanos, entre outros. O clima é 

caracterizado pelo verão quente e chuvoso e inverno frio e seco, não havendo um bioma padrão 

definido, já que a área conta com antigos plantios homogêneos de Eucalyptus sp. e outras 

essências arbóreas nativas e exóticas, com ocorrência de vegetação nativa caracterizada como 

sub-bosque ou regeneração natural. A FEENA está inserida na bacia hidrográfica do rio 

Corumbataí, mais precisamente na sub-bacia do Ribeirão Claro (REIS; PONTALTI, 2005). 

Para o estudo foram coletadas amostras (Tabela 1) de Eucalyptus tereticornis (talhões 

29, 58, 91 e 4a) e Bambusa vulgaris (dois diferentes pontos de coleta, sem identificação em 

talhões), dispostos em pontos distantes para uma amostragem setorial (Figura 3). Foram 
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coletadas 12 amostras, sendo de córtex vegetal das plantas e do solo rizosférico 

(aproximadamente 15 cm de profundidade). Cada amostra foi composta por amostragem de 5 

pontos diferentes (Figuras 4 e 5). 

 

Figura 2. Localização da Floresta Estadual Edmundo Navarro de Andrade (FEENA) dentro dos municípios de 

Rio Claro-SP e Santa Gertrudes-SP no Estado de São Paulo, Brasil. 
 

Fonte: a) Depositphotos (https://br.depositphotos.com/stock-photos/mapa-s%C3%A3o-paulo.html), b) Google 

Maps e c) Reis e Pontalti (2005). 

↑ 

N 

↑ 

N 
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Figura 3. Mapa de localização dos talhões de Eucalyptus tereticornis (Reis et al., 2005). Os destaques em amarelo 

indicam os talhões correspondentes aos pontos de coleta de eucaliptos (talhões 58, 91, 4a e 29), e em vermelho os 

pontos de coleta aproximados de Bambusa vulgaris (sem numeração de talhão). A área ázul indica a presença de 

um lago na região. 

 

Fonte: Reis e Pontalti (2005) e editado pela autora. 

↑ 

N 
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Figura 4. Pontos de coleta. As quatro áreas de eucaliptos, talhões 29 (A-E), 58 (F-J), 4a (K-O) e 91 (P-T), e ao 

centro os pontos de coleta de bambus (1-10). 

 

Fonte: Elaborado pela autora, fotocaptada do Google Earth. 

 

Figura 5. Pontos de coleta de bambus. Área 1 a esquerda (1-5), e área 2 a direita (6-10). Em marrom, o lago da 

unidade. 

 

Fonte: Elaborado pela autora no Google Earth. 

↑ 

N 

↑ 

N 
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As amostras foram coletadas com pá e/ou colher (solo rizosférico) e serra e/ou faca 

(córtex vegetal) esterilizados, armazenadas em tubos Falcon esterilizados (Figura 6), 

etiquetadas e mantidas em sacos plásticos dentro de caixa de isopor, a temperatura ambiente no 

Laboratório de Microbiologia Ambiental/Táxon, no CEA/UNESP. 

As amostras coletadas foram identificadas com etiquetas (como segue: amostra de 

rizosfera do talhão de E. tereticornis nº 58 = ET58R; amostra de córtex vegetal da área 2 de B. 

vulgaris = BA2C] + data + nome do coletor). Dados sobre as cordenadas geográficas de cada 

ponto de coleta também foram coletados (Quadro 1). 

 

Figura 6. Coleta de amostras de eucalipto. a) Coleta de solo rizosférico, b) Coleta de córtex vegetal, c) Amostras 

de solo e d) Amostras de córtex vegetal. 

 
Fonte: Arquivo pessoal. 

a) b) 

c) d) 
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Quadro 1. Identificação das amostras coletadas. 

Código Espécie Amostra Data Local 
Coordenadas 

geográficas 
Tipo de solo 

 

ET29C 

Eucalyptus 

tereticornis 

Córtex 

vegetal 

02/08/2019 e 

19/02/2020 

Talhão 29 de 

Eucalyptus 

22°25'28.70"S 

47°31'55.73"O 

Argissolo 

Vermelho 

Eutrófico 

 

ET58C 

Eucalyptus 

tereticornis 

Córtex 

vegetal 

02/08/2019 e 

19/02/2020 

Talhão 58 de 

Eucalyptus 

22°24'34.37"S 

47°32'28.98"O 

Argissolo 

Vermelho 

Eutrófico 

 

ET4aC 

Eucalyptus 

tereticornis 

Córtex 

vegetal 

02/08/2019 e 

19/02/2020 

Talhão 4a de 

Eucalyptus 

22°25'12.13"S 

47°30'40.81"O 

Argissolo 

Vermelho 

Eutrófico 

 

ET91C 

Eucalyptus 

tereticornis 

Córtex 

vegetal 

02/08/2019 e 

19/02/2020 

Talhão 91 de 

Eucalyptus 

22°24'6.96"S 

47°31'51.57"O 

Latossolo 

Vermelho-

Amarelo 

Distrófico 

 

BA1C 

Bambusa 

vulgaris 

Córtex 

vegetal 

02/08/2019 e 

19/02/2020 

Área 1 de 

Bambusa 

22°24'51.55"S 

47°31'22.73"O 

Gleissolo 

Háplico Tb 

Distrófico 

 

BA2C 

Bambusa 

vulgaris 

Córtex 

vegetal 

 

02/08/2019 

Área 2 de 

Bambusa 

22°24'50.29"S 

47°31'16.18"O 

Gleissolo 

Háplico Tb 

Distrófico 

 

ET29R 

Eucalyptus 

tereticornis 

Solo 

rizosférico 

 

02/08/2019 

Talhão 29 de 

Eucalyptus 

22°25'28.70"S 

47°31'55.73"O 

Argissolo 

Vermelho 

Eutrófico 

 

ET58R 

Eucalyptus 

tereticornis 

Solo 

rizosférico 

 

02/08/2019 

Talhão 58 de 

Eucalyptus 

22°24'34.37"S 

47°32'28.98"O 

Argissolo 

Vermelho 

Eutrófico 

 

ET4aR 

Eucalyptus 

tereticornis 

Solo 

rizosférico 

 

02/08/2019 

Talhão 4a de 

Eucalyptus 

22°25'12.13"S 

47°30'40.81"O 

Argissolo 

Vermelho 

Eutrófico 

 

ET91R 

Eucalyptus 

tereticornis 

Solo 

rizosférico 

 

02/08/2019 

Talhão 91 de 

Eucalyptus 

22°24'6.96"S 

47°31'51.57"O 

Latossolo 

Vermelho- 

Amarelo 

Distrófico 

 

BA1R 

Bambusa 

vulgaris 

Solo 

rizosférico 

 

02/08/2019 

Área 1 de 

Bambusa 

22°24'51.55"S 

47°31'22.73"O 

Gleissolo 

Háplico Tb 

Distrófico 
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BA2R 

Bambusa 

vulgaris 

Solo 

rizosférico 

 

02/08/2019 

Área 2 de 

Bambusa 

22°24'50.29"S 

47°31'16.18"O 

Gleissolo 

Háplico Tb 

Distrófico 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

4.2. Método independente de cultivo 

 

 Além de possibilitar um panorama da diversidade fúngica, os resultados da análise 

independente de cultivo foram utilizados para orientar a análise dependente de cultivo para 

fungos dematiáceos. 

 

4.2.1. Extração do DNA total 

 

A extração do DNA total da comunidade microbiana das amostras (córtex vegetal e 

solo rizosférico) foi realizada utilizando o kit E.Z.N.A.® Soil DNA Kit (Omega Bio-tek), de 

acordo com as instruções do fabricante. 

Para o aumento da superfície de contato das amostras mais resistentes (tecidos 

vegetais) foi feita a pulverização das amostras, utilizando um moinho criogênico programável 

(marca: Spex Sample Prep.; linha: Freezer Mill 6875), o qual resfria o conteúdo da amostra a 

temperaturas criogênicas num frasco de moagem imerso em nitrogênio líquido, moendo e 

pulverizando-as por indução magnética. O programa utilizado foi: Tempo de resfriamento: 1 

minuto; Número de ciclos: 3; Tempo de ciclo: 1 minuto e Taxa de ciclos por segundo (número 

de vezes que a barra metálica se choca com a amostra): 15. 

 

4.2.2. Quantificação e verificação da qualidade do DNA 

 

A quantificação de DNA foi medida por espectrofotometria, através da leitura da 

quantidade de luz absorvida pelo DNA em solução (comprimento de onda de 260:280 nm e 

260:230 nm). Quanto maior a absorção de luz nesses comprimentos de ondas, maior a 

concentração de DNA na solução. Sabendo que o valor de absorbância (A) de 1,0 corresponde 

a uma concentração de 50 µg de DNA por mL, é possível calcular a concentração do DNA 

obtido das amostras e descartar amostras de ácido nucleico que estejam contaminadas com 

outras moléculas (proteínas, compostos orgânicos, outros). O cálculo da relação de 260 nm: 
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280 nm indica que valores entre 1,4 e 2,0 indicam pureza adequada das extrações de DNA, 

enquanto valores abaixo de 1,4 podem significar a presença de proteínas ou outros 

contaminantes.  

A concentração de DNA total das amostras foi determinada utilizando o 

espectrofotômetro Nanodrop (Thermofisher), de acordo com as instruções do fabricante. O 

padrão da relação considerado como puro foi o de ~1,8. 

A concentração de DNA também foi determinada por quantificação fluorimétrica 

através do fluorímetro Qubit da Thermo Fisher Scientific. O sistema utilizado foi “QubitTM 

dsDNA HS (High Sensitivity) Assay Kit”, seguindo-se as recomendações do fabricante. 

A confirmação da qualidade e integridade do DNA extraído de cada amostra foi visual, 

realizada através de eletroforese em gel de agarose e visualizado em luz Ultravioleta (UV) 

(Figura 7). 

 
Figura 7. Padrão do DNA total das amostras em gel de agarose. DNA total extraído das 12 amostras.

 
Fonte: Maria Eduarda Glisolia 

 

4.2.3. Preparação de bibliotecas de amplicons da região ITS 

 

A construção das bibliotecas metataxonômicas foram realizadas a partir do 

sequenciamento da região inter espaçadora (ITS2) para fungos. As bibliotecas foram 

construídas a partir dos fragmentos sequenciados obtidos por amplificação via PCR das 

amostras. 

A região ITS2 foi amplificada a partir das amostras purificadas utilizando os primers 

‘ITS_3F’ (5’- TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG GCA TCG 

ATG AAG AAC GCA GC -3’) e ‘ITS_4R’ (5’- GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA 

TAA GAG ACA GTC CTC CGC TTA TTG ATA TGC - 3’). 

Os amplicons obtidos das amostras foram anelados aos amplicons do index Illumina 

Nextera, e foram sequenciados na plataforma MiSeq da Illumina Inc. seguindo as 

recomendações do fabricante. 
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4.2.4. Análise metataxonômica da diversidade fúngica 

 

Para a análise foi gerado um arquivo de metadados incluindo todas as informações e 

descrição das amostras, categoria de cada dado, numérico ou categórico, conforme apresentado 

no anexo I. As sequências foram analisadas utilizando o programa Qiime2 (v.2017.6.0), 

Quantitative Insights Into Microbial Ecology, seguindo o pipeline Casava 1.8 paired-end 

demultiplexed fastq e o “Atacama soil microbiome tutorial”. A classificação taxonômica foi feita 

utilizando o feature-classifier classify-sklearn (PEDREGOSA et al., 2011), que utiliza 

VSEARCH global alignment, e o banco UNITE v8.2020 (04/02/2020) foi utilizado para a 

classificação. 

Também foi realizada a comparação por sondas, pequenas sequências de 

oligonucleotídeos (25‒41 bp) específicos capazes de identificar polimorfismos de nucleotídeo 

único (SNPs), propostas para o reconhecimento adicional de herpotriquieláceos agentes de 

doenças humanas (DE FÁTIMA COSTA et al., 2020) 

A riqueza de espécies (métrica “Observed OTUs”) foi determinada (WEISS et al., 

2017), sendo observadas quantas OTUs foram detectadas em cada amostra. A alpha- diversidade 

(α) de espécies (através da métrica “Shannon”) também foi avaliada, demonstrando como estão 

distribuídos os microrganismos entre si. É possível detectar se temos uniformidade de espécies 

(nível de abundância semelhante) ou algumas espécies dominam mais que outras. 

Foi feita a análise de Coordenadas Principais (PCoA) com dissimilaridade de Bray- 

Curtis, medida de beta-diversidade (β), sendo um método que propicia a visualização de 

similaridades e dissimilaridades de abundâncias microbianas. A partir da matriz gerada é possível 

atribuir uma localização em um espaço, como um gráfico, permitindo avaliar a distância entre 

comunidades (LOZUPONE; KNIGHT, 2005). 

O esforço amostral foi avaliado através da composição da curva de rarefação, para 

verificação da capacidade de amostrar toda a comunidade. 

Os gráficos de representação taxonômica e diversidade foram gerados online com a 

ferramenta METACOMET (Metagenomics Core Microbiome Exploration Tool), a partir do 

arquivo BIOM gerado no final da análise Qiime2, com o visualizador on-line do Qiime2 (Qiime2 

View) e a partir do software R (mediante a linha de comando expressa  no anexo II). 

 

4.2.5. Alinhamento Blast/NCBI 

 

Para as sequências de dematiáceos da ordem Chaetothyriales que foram classificadas 
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até o nível de gênero na análise metataxonômica acima, foi utilizada a ferramenta de 

alinhamento Blast, do Banco NCBI (ALTSCHUL et al., 1980). Sequências acima de 98% de 

identidade foram consideradas como espécies equivalentes. 

 

4.3. Método dependente de cultivo 

 

O método foi utilizado para acessar os fungos dematiáceos cultiváveis. 

 

4.3.1. Isolamento e purificação dos isolados 

 

O método de flotação em óleo mineral (SATOW et al., 2008) foi aplicado, visando o 

isolamento seletivo de leveduras negras e afins. Utilizou-se 10 gramas de amostra de solo 

rizosférico ou córtex vegetal, que foram adicionados respectivamente em Erlenmeyers estéreis 

de 250 mL com 100 mL de solução salina e de 125 mL com 50 mL de solução salina, ambos 

contendo 200 μg/mL de penicilina, 200 μg/mL de cloranfenicol, 200 μg/mL de estreptomicina 

e 500 μg/mL de cicloheximida. 

Os frascos foram homogeneizados manualmente e incubados a 20-22ºC por 30 

minutos. Em seguida, um volume de 20 mL de óleo mineral foi adicionado a cada frasco, 

seguidos de agitação em vórtex por 5 min e repouso de 20 min. Com uma pipeta, o volume 

aproximado de 150μL (amostra de córtex vegetal) e de 80-100μL (amostra de solo rizosférico) 

foi retirado da interfase da solução (óleo/solução salina), inoculado em placa contendo Ágar 

Mycosel e espalhado com alça de Drigalski.  

Os volumes diferentes no Erlenmeyer e alíquotas inoculados foram baseados na 

diferença de diversidade e riqueza que amostras de solo apresentam quando comparadas com 

amostras de tecidos vegetais. Foi utilizado um total de 15 placas por amostra em  duplicata (30 

placas ao todo por amostra) sendo incubadas por 30 dias, a 28ºC inicialmente (2 primeiros dias), 

e posteriormente a temperatura ambiente e/ou à 5º(± 3) C, conforme a necessidade de conter o 

crescimento de fungos indesejados, com rápido desenvolvimento. Quando necessário, as placas 

foram incubadas novamente a 28ºC e de forma alternada entre as temperaturas mais baixas. 

Após o crescimento das colônias negras, a purificação foi feita por estriamento em 

placas com meio Ágar Batata Dextrose (BDA). Quando necessário (colônias crescendo muito 

próximas a de fungos indesejados), foi feita lavagem do material com gotas de água destilada 

esterilizada. A água foi gotejada em uma lâmina de vidro autoclavada, o repique do fungo a ser 

isolado (antes de ser transferido para a placa nova) foi lavado na gota, para a eliminação de 
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excesso de esporos e hifas contaminantes. 

A fim de buscar a viabilidade e pureza das linhagens que passaram por 

sequenciamento, a técnica de cultivo monospórico por diluição foi aplicada. Uma alçada de 

esporos e/ou micélio foi transferida para microtubo contendo 1 mL de água destilada 

esterilizada, sendo feita homogeneização manual, transferiu-se 100 μL para outro microtubo 

contendo 1 mL de água destilada. O processo seguiu até a quinta diluição,  onde os fungos 

apresentaram o crescimento de colônias isoladas. Foram semeados 100 μL da última diluição 

sob a superfície de BDA, espalhados com alça de Drigalski e as placas foram incubadas a 28ºC 

até o surgimento de colônias isoladas. 

Além do isolamento, foi feita a determinação do teor de umidade das amostras. O 

conteúdo gravimétrico de água numa amostra é a massa de água presente, e diz respeito à 

porcentagem da massa da amostra correspondente à água. Pode ser medida a partir da diferença 

entre a massa da amostra úmida e a amostra seca, conhecida como massa seca (VORONEY; 

SHARPE, 2019). O teor de umidade expresso em porcentagem foi obtido através da seguinte 

equação: 

 

Conteúdo gravimétrico de água do solo (%) = [massa de solo úmido (g) - massa de solo seco 

(g) / massa de solo úmido (g)] × 100 

 

Assim, as amostras em seu estado natural tiveram 1g de seu volume pesadas, seguidas 

de secagem em estufa a 105ºC, até a secagem completa do material e determinação da massa 

seca em balança analítica. A partir dos dados obtidos, foram gerados os gráficos com a 

ferramenta Microsoft Excel®. 

 

4.3.2. Preservação das linhagens 

 

Quando puros, os isolados foram preservados em água destilada esterelizada 

(CASTELLANI, 1939), gerando uma coleção de trabalho. Para tal, os fungos foram cultivados 

em meio Ágar Batata Dextrose (BDA) e incubados à 28ºC, por até 10 dias. Após, o ágar com 

micélio foi cortado em blocos de aproximadamente 4-6mm com lâmina de aço esterilizada e os 

blocos foram transferidos assepticamente para frascos criogênicos contendo aproximadamente 

5 mL de água destilada esterilizada, em duplicata. Os frascos foram vedados e armazenados 

sob refrigeração à temperatura de 5 (± 3) °C. O depósito na Coleção Brasileira de 
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Microrganismos de Ambiente e Indústria encontra-se em andamento, onde outras técnicas de 

preservação como criogenia e liofilização também serão utilizadas. 

 

4.3.3. Microcultivo 

 

Em uma placa de Petri com meio Ágar Malte 2%, blocos de aproximadamente 5-8mm 

foram cortados com uma lâmina de aço esterilizada e depositados sobre o ágar, da própria placa. 

Um inóculo do fungo de interesse foi transferido para o centro e laterais do bloco (Figura 

8), e em seguida uma lamínula esterilizada foi colocada sobre ele. As placas foram incubadas à 

28ºC e em até 7 dias (Figura 7) as lamínulas contendo fungos sob a superfície foram transferidas 

para uma lâmina esterilizada com uma gota do corante azul de metileno. Após a secagem da 

lâmina, as lamínulas foram vedadas com esmalte incolor e levadas para observação ao 

microscópio de luz (JOHNSON, 1946; NUGENT et al., 2006; RIDDEL, 1950; adaptadas). 

 

Figura 8. Técnica de microcultivo para observação das estruturas dos fungos. 

Fonte: Arquivo pessoal. 
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4.3.4. Identificação molecular dos isolados 

4.3.5. Seleção dos isolados para identificação 

 

Dos fungos dematiáceos obtidos através do isolamento, 22 foram selecionados para 

serem identificados molecularmente. O critério utilizado para a seleção foi baseado nas 

características micro e macro morfológicas das colônias, como estrutura reprodutiva quando 

visível, tamanho, melanização e tempo de crescimento. Prioritariamente foram selecionados 

isolados diferentes entre si. 

 

4.3.6. Extração de DNA 

 

A extração do DNA dos fungos foi feita com base no protocolo de Aamir et al. (2015),  

com uso de pérolas de vidro estéreis, fenol, clorofórmio e álcool isopropílico. O DNA genômico 

foi extraído de culturas com cinco a sete dias de crescimento em placas Petri. O micélio fúngico 

da placa foi raspado com uma alça e colocado em um micro tubo de 2 mL, contendo 60-80 mg 

de esferas de vidro estéreis (425-600 μM, Sigma) e 800 μL de tampão de lise (Tris-HCl 1M, 

EDTA 0,5 M, 10% SDS e NaCl 5M), seguido de homogeneização em vórtex por 2 min, 

incubação em banho-maria a 65 ± 1 ºC por 20 min e centrifugação a 16.000 g por 10 min a 4 

± 1 ºC. A transferência do sobrenadante (aproximadamente 800 μL) para um novo 

microtubo de 2,0 mL foi realizada, adicionando-se 1 volume de fenol e homogeneizado 

brevemente em vórtex. 

Posteriormente, foi repetido o mesmo procedimento mais duas vezes para dois 

reagentes, fenol/clorofórmio (1:1) e clorofórmio, transferência de sobrenadante para um novo 

tubo, adição do reagente seguinte, centrifugação e subsequente transferência de sobrenadante 

para um novo tubo. Foi adicionado isopropanol (precipita o DNA) no último microtubo, que 

foi homogeneizado e incubado em freezer por 20 min. Em seguida, foi feita a centrifugação e 

descarte do sobrenadante, adição de etanol 70%, inversão do tubo algumas vezes, centrifugação 

e descarte do sobrenadante. O pellet depositado ao fundo do microtubo foi seco à temperatura 

ambiente, suspenso em água ultrapura esterelizada e estocado em freezer. 

Quando necessária, a remoção de RNAs das amostras foi realizada. Alíquotas de 10 μL 

de cada amostra e 0,7 μL de RNAse foram adicionadas em eppendorfs de 1,5 mL e incubadas 

em banho térmico seco a 37ºC por 2h. 
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4.3.7. Verificação da qualidade de DNA (eletroforese) 

 

Para verificação da qualidade das extrações, foi realizada a técnica de eletroforese de 

DNA em gel de agarose. Para o preparo do gel de agarose 1%, foi pesado 0,7g de agarose e 

dissolvido em tampão TEB 1X (Tris base [tris(hidroximetil)aminometano], EDTA [ácido 

etilenodiaminotetraacético] e ácido bórico) num frasco Schott. A solução foi dissolvida através 

de aquecimento em forno de microondas, até completa homogeneização, com agitação quando 

necessário e evitando deixar abrir fervura. Após o resfriamento da solução a aproximadamente 

40ºC, foi adicionado 1,5 μL do corante de fluorimetria, SYBR® Safe DNA (Invitrogen). Após 

homogeneização, o gel foi vertido na bandeja evitando bolhas e solidificado protegido da luz. 

Após solidificação, o gel foi colocado na cuba de eletroforese. O tampão TEB 1X foi 

colocado na cuba de eletroforese o suficiente para cobrir o gel e o pente foi retirado do gel 

cuidadosamente. Foi utilizado um marcador de concentração, o DNA do fago lambda (λ) em 

concentração conhecida (50 ng). A solução de corrida foi preparada contendo para cada 

amostra, 2 μL de DNA e 2 μL de tampão de corrida com corante (sendo para o controle negativo 

2 μL do mix, sem conter DNA) e 1 μL do marcador de concentração com 2 μL de tampão 

de corrida com corante. As amostras e padrões foram aplicados nas canaletas do gel, a cuba 

foi tampada, os eletrodos foram conectados de maneira que o DNA migrasse do eletrodo 

negativo da cuba (cor preta do plug) para o eletrodo positivo (cor vermelha do plug). A fonte 

foi ligada com os seguintes parâmetros: Voltagem: 90 V, Amperagem: 500 mA, potência 120 

W, tempo de corrida de aproximadamente 25 minutos. A cuba foi mantida protegida da luz. O 

resultado do gel foi visualizado através do fotodocumentador, que possui transiluminador UV 

e computador acoplado, sendo possível visualizar e salvar as imagens. 

 

4.3.8. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

Foram realizadas diferentes diluições das amostras de DNA, entre 10-70x, 

determinadas a partir da observação qualitativa dos padrões de bandas da eletroforese. A 

diluição utilizada nas etapas posteriores foi a que apresentou resultado satisfatório na PCR. 

Foi preparado um mix contendo todos os reagentes, exceto o DNA, com as 

concentrações finais de reagentes no sistema de acordo com a Tabela 1. Portanto, foram 

distribuídos 20 µL do mix em cada tubo de PCR e posteriormente 3 ou 5 μL do DNA de cada 

amostra (variando de acordo com a intensidade do padrão do gel visualizado). 
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Tabela 1. Concentrações e volumes de reagentes para PCR 
 

Reagentes 
Concentração da 

Solução Estoque 

Concentração 

final por reação 

Volume por reação 

(23 ou 25 μL) 

H2O ultrapura 
esterelizada 

 

- 

 

- 

 

15,35 µL 

Solução tampão da 

Taq 
10 X 1 X 2,5 μL 

Solução de MgCl2 50 mM 1,5 mM 0,75 μL 

Primer forward 

(ITS1) 
20 μM 0,4 μM 0,5 μL 

Primer reverse 

(ITS4) 
20 μM 0,4 μM 0,5 μL 

dNTP’s 25 mM 200 μM 0,2 μL 

Taq DNA- 

polimerase 
5 U/μL 1 U 0,2 μL 

DNA genômico -- 5-25 ng 3 ou 5 μL 

Volume total -- -- 25 μL 

Fonte: Belgini et al. (2014) e elaborado pela autora. 

 

Posteriormente as amostras incubadas sob as seguintes condições: 94ºC - 2 minutos 

(abertura da fita de DNA) / 94ºC - 1 minuto, 55ºC - 1 minuto (temperatura de anelamento), 

72ºC - 3 minutos (temperatura defechamento) e 72ºC - 3 minutos, durante 30 ciclos. As 

amostras ficam a 4ºC até a retirada do equipamento (overnight). 

Após o término do ciclo foi feita a eletroforese para as amostras, seguindo o protocolo 

do item anterior, diferindo apenas no marcador que foi utilizado, sendo desta vez o de 

tamanho molecular GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder. 

 A purificação de produtos da PCR foi realizada utilizando o kit GFX™ PCR DNA 

and Gel Band Purification (GE Health Care), seguindo o protocolo do fabricante. Consiste na 

adição de 500 µL de Capture Buffer à coluna GFX, transferência da solução de DNA para a 

coluna GFX, centrifugação em microcentrífuga a 16.000 g por 30 s, descarte da solução contida 

no tubo coletor (Collection Tube) recolocação da coluna GFX no tubo coletor. Em seguida, 

adição de 500 µL de Wash Buffer à coluna, centrifugação a 16.000 g por 30 s, descarte do tubo 

coletor e transferência da coluna GFX para um tubo Eppendorf de 1,5 mL, aplicação de 15 a 30 

µL do Elution Buffer type 6 na coluna, incubação em 25ºC(± 3) por 1 min e centrifugação a 

16.000 g por 1 min para recuperação do DNA purificado. 

Para confirmação da purificação e eluição suficiente de DNA para a etapa seguinte, 
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foi  feita eletroforese, com marcador de concentração molecular. 

 

4.3.9. Reação de sequenciamento 

 

A reação de sequenciamento foi feita em placa com 96 poços no sequenciador 

(ABI3500 XL). Antes de ser utilizada, a placa e a tampa de borracha foram expostas à radiação 

UV para destruição de possíveis moléculas de DNA. A mistura da reação foi preparada com as 

concentrações finais de reagentes no sistema descritos na Tabela 2. O volume final da reação 

foi de 18 μL. 

 

Tabela 2. Concentrações e volumes de reagentes para reação de sequenciamento. 
 

Reagentes Volume por reação 

Tampão save money 2 μL 

Primers forward (ITS1) e reverse (ITS4) (5 µM) 0,5 μL 

Big DYE™ (Life Technologies) 0,5 μL 

DNA (10-20 ng/µL) 1 μL 

Água ultrapura esterelizada 5 μL 

Volume total 9 μL 

Fonte: BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit Protocol. 

 

O MIX e o DNA das amostras foram distribuídos em cada poço da placa e a disposição 

de cada amostra na microplaca foi anotada em mapa. A placa foi fechada com uma tampa de 

borracha para PCR e as laterais foram seladas com fita crepe. A microplaca foi colocada no 

termociclador utilizando o seguinte programa: 96ºC - 1 minuto (1 ciclo) (abertura de fita do 

DNA) / 96ºC - 15 segundos, 50ºC - 15 segundos (anelamento de primers) e 60ºC - 4 minutos 

(fechamento de DNA), por 30 ciclos (tempo suficiente para uma grande quantidade de cópias 

dos fragmentos a serem amplificados) e 4ºC até a retirada das amostras do equipamento 

(overnight). 

Após o término dos ciclos, a reação foi armazenada em freezer e protegida da luz para 

posterior precipitação. A precipitação da reação foi realizada com a adição de 1 µL de EDTA 

(125 mM), 1 µL de Acetato de Sódio (NaOAc 3 M) e 25 µL de etanol 100% gelado em cada 

poço. A placa foi fechada com tampa e agitada levemente utilizando o vórtex. Em seguida, foi 
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incubada por 15 min à temperatura ambiente e protegida da luz. Foi centrifugada a 2250 g por 

30 min e posteriormente o conteúdo foi dispensado por centrifugação. Posteriormente foram 

adicionados 35 µL de etanol 70% em cada poço. A placa foi centrifugada a 2250 g por 15 min, 

teve o conteúdo desprezado e foi centrifugada novamente, sendo incubada sem a tampa no 

termociclador aberto a 95°C por 3 min. 

A suspensão das amostras em 10 µL de formamida Hi-Di foi realizada, a placa foi 

coberta com a tampa e incubada no termociclador a 95°C por 5 min. Após essa etapa, a placa 

foi incubada a 4ºC e finalmente foi colocada no sequenciador, instrução descrita no 

equipamento (ABI3500 XL). 

 

4.3.10. Análise filogenética 

 

Para a montagem da sequência consenso ou contig a partir de sequências geradas pelo 

sequenciador, as sequências forward (F) e reverse (R) em formato .abi foram copiadas e salvas, 

editadas no Bioedit, de forma que as duas sequências, F e R foram abertas na mesma tela, 

a R foi selecionada e para a inversão e complementação da sequência foi utilizada a ferramenta 

Sequence > Nucleic Acid > Reverse Complement. As duas sequências foram então selecionadas 

e alinhadas com a ferramenta Accessory Application > ClustalW Multiple alignment. Na nova 

janela aberta, a sequência F foi copiada e colada, renomeada para “consenso”. No campo 

“Mode” a ferramenta “Edit” foi ativada para a edição da sequência a partir da inspeção visual 

dos nucleotídeos e picos dos cromatogramas, sendo corrigidas quaisquer inconsistências, como 

extremidades que não apresentaram boa qualidade e/ou escolha de bases que se mostraram mais 

resolutivas de acordo com o cromatograma da melhor sequência (foward ou reverse). 

Após o término da inspeção, a sequência consenso foi salva como um novo rquivo 

fasta, que foi utilizado para alinhamento da sequência com outras sequências disponíveis nas 

bases de dados, através da ferramenta BLAST do NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e a ferramenta Pairwise sequence alignment do CBS 

(https://www.mycobank.org/page/ Pairwise_alignment). 

Para construção de dendogramas, foram selecionadas sequências homólogas, bem 

como sequências encontradas em trabalhos científicos, encontradas através de busca no Google 

Acadêmico (https://scholar.google.com.br/) do nome da espécie seguido de palavras chaves 

como “molecular phylogeny” e “phylogenetic tree”.  

A seleção de grupo externo é importante. O táxon deve ser filogeneticamente próximo 

https://scholar.google.com.br/
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do grupo de estudo, mas diferente o suficiente, corroborando com a hipótese de monofilia do 

grupo de interesse. Foi determinada a partir de árvores de trabalhos científicos usados para a 

seleção das linhagens. 

As sequências selecionadas foram enviadas para o clipboard do NCBI. O arquivo no 

formato fasta foi baixado, aberto no Bioedit, somado ao arquivo da sequência consenso, 

alinhado com a ferramenta ClustalW Multiple alignment e inspecionado visualmente para 

correção de possíveis inconsistências. Finalizado, o arquivo foi utilizado para a reconstrução 

filogenética no programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA X), através da 

ferramenta Phylogeny > Construct/Test Neighbor-Joining Tree e modelo Tamura (TAMURA; 

NEI, 1993). Os parâmetros utilizados foram os seguintes: Bootstrap method  / 1000 replicações 

/  Modelo Kimura 2.  

 

Figura 9. Preferências utilizadas na construção de filogenia Neighbor-Joining Tree. 

 

Fonte: MEGA X. 
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5 RESULTADOS 

5.1.  Método independente de cultivo 

5.1.1.  Análise metataxonômica de fungos e comparação entre espécies vegetais 

 

Dentre as 12 amostras coletadas, um total de 883.735 sequências (reads) foram obtidas 

e 3104 Unidades Operacionais Taxonômicas/Operational Taxonomic Units (OTUs). Tais 

OTUs foram classificadas em 354 gêneros, 196 famílias e 8 filos fúngicos. 

A maior riqueza e diversidade de OTUs foi proveniente da rizosfera do talhão de 

eucalipto número 29 (ET29R), seguida da amostra de rizosfera da área 1 de bambu (BA1R). 

A menor riqueza de OTUs foi apontada nas amostras de córtex vegetal de bambu (BA1C) e de 

eucalipto (ET4aC) e a menor diversidade foi detectada na amostra de rizosfera da área 2 de 

bambu (BA2R) e córtex da área 2 de bambu (BA1C) (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Índices de riqueza e diversidade de espécies fúngicas encontradas nas amostras. 

 

Código Amostra 
Riqueza de espécies 

(Observed OTUs) 

Diversidade de espécies 

(Shannon) 

ET29R 
Solo rizosférico de Eucalyptus 

tereticornis 
461 6,9732 

BA1R 
Solo rizosférico de Bambusa 

vulgaris 
441 6,905 

ET58R 
Solo rizosférico de Eucalyptus 

tereticornis 
348 6,5107 

ET4aR 
Solo rizosférico de Eucalyptus 

tereticornis 
365 5,7676 

ET29C 
Córtex vegetal de Eucalyptus 

tereticornis 
228 5,6749 

ET91C 
Córtex vegetal de Eucalyptus 

tereticornis 
175 4,9485 

ET58C 
Córtex vegetal de Eucalyptus 

tereticornis 
54 4,7724 

BA2C 
Córtex vegetal de Bambusa 

vulgaris 
105 3,9178 

ET4aC 
Córtex vegetal de Eucalyptus 

tereticornis 
35 3,4019 

ET91R 
Solo rizosférico de Eucalyptus 

tereticornis 
111 3,0483 

BA1C 
Córtex vegetal de Bambusa 

vulgaris 
31 1,878 

BA2R 
Solo rizosférico de Bambusa 

vulgaris 
38 0,5881 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 
 

A partir do gráfico de análise de coordenadas principais (PCoA) com dissimilaridade 

de Bray-Curtis (Figura 10) foi possível observar os agrupamentos das amostras formados 

a partir da similaridade da comunidade microbiana. As amostras de solo rizosférico de eucalipto 
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(ET91R, ET4aR, ET58R e ET29R) formaram um agrupamento de diversidade, indicando que 

são mais similares entre si do que entre outras amostras. As amostras de córtex vegetal de 

eucalipto formaram dois agrupamentos de diversidade bem próximos, ET58C e ET4aC, ET29C 

e ET91C, demonstrando que apesar das amostras pertencerem à mesma espécie vegetal, 

algumas possuem maior ou menor similaridade com outras quanto à diversidade de 

microrganismos. 

Apesar de serem tipos diferentes de amostras, BA1C e BA2R, respectivamente 

provenientes de córtex de bambu da área 1 e solo rizosférico de bambu da área 2, formaram um 

agrupamento de diversidade. O fato de terem sido as amostras com menores diversidades, 

justifica tal agrupamento. As amostras BA1R e BA2C, solo rizosférico da área 1 e córtex 

vegetal da área 2 de bambu respectivamente, não formaram agrupamentos indicando que suas 

comunidades microbianas são distintas das demais, principalmente da amostra BA1R que se 

encontra mais afastada das demais. Enquanto que a amostra BA2C se encontra mais próxima 

das amostras BA1C e BA2R. 

 

Figura 10. Gráfico de análise de coordenadas principais (PCoA) com dissimilaridade de Bray-Curtis. 

 

Fonte: Dados visualizados através do Qiime2 View e editado pela autora. 

 

A diversidade taxonômica fúngica presente e estabelecida entre as amostras coletadas 

indicou que o filo mais encontrado (considerando a abundância >1%) foi Ascomycota, 
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representando uma média de 42,95% do total de OTUs (abundâncias entre 99,184% - amostra 

BA2R, e 0.525%  - amostra ET29C). Deste total, 11,6% pertencem à ordem Chaetothyriales. 

Na sequência apareceram os filos Mortierellomycota, Basidiomycota e Mucoromycota, 

representando 20,939%, 20,809% e 13,108%, respectivamente, do total de OTUs (Figura 11). 

 

Figura 11. Frequência relativa de filos do reino fungi por amostra. 

 

Fonte: Dados visualizados através do Qiime2 View e editado pela autora. 

 

Destaca-se a diferença de padrões de filos fúngicos observada nas amotras de córtex 

vegetal e solo rizosférico de bambu. O solo rizosférico da área 1 de bambu (BA1R) apresentou 

alta riqueza e diversidade de fungos (diferentes agrupamentos taxonômicos), enquanto o solo 

rizosférico de eucalipto que apresentou maiores índices (ET29R) e o córtex vegetal de 

bambu da mesma área apresentou baixa riqueza e diversidade de fungos. Para Chaetothyriales 

o solo rizosférico e córtex vegetal da mencionada área demonstrou baixa porcentagem da ordem 

(0,50% e >0,15% respectivamente) (Figura 12). 
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Figura 12. Frequência relativa de filos fúngicos nas amostras de bambu. 

 

Fonte: Qiime2 View e editado pela autora. 

 

 

5.1.2. Comparação metataxonômica entre setores 

 

O setor da Floresta que apresentou maior abundância foi o sul. O setor central e norte 

apresentaram menores abundâncias (Figura 13). 
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Figura 13. OTUs observadas em função de sequências analisadas nos diferentes setores da FEENA. 

 

Fonte: Gerado no Infogram através de dados gerados pelo Qiime2. Elaborado pela autora. 

 

De acordo com a Figura 14 e os dados representados nos diagramas de Venn (Figura 

15) pode-se constatar que as amostras coletadas de solo rizosférico e de córtex vegetal 

apresentaram diferença de diversidade fúngica. As seis amostras coletadas de solo apresentaram 

um total de 2397 OTUs, enquanto as seis amostras de córtex apresentaram 673 OTUs. O 

número de OTUs classificadas nas amostras de solo foi maior, demonstrando que no  solo existe 

diversidade e riqueza maiores que no córtex vegetal. 
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Figura 14. Diagrama de Venn da diversidade fúngica compartilhada entre as amostras, demonstrando o 

compartilhamento de 34 unidades taxonômicas entre as amostras de solo e córtex vegetal. 
 

Fonte: Dados gerados através do Qiime2, visualizados no MetaCoMET e editado pela autora. 

 

 

As curvas de rarefação para as amostras de solo rizosférico e córtex vegetal se 

estabilizaram (Figura 15) numa profundidade de sequeciamento 1500000. O número de OTUs 

não  aumenta em função de mais sequências amostradas. Isso indica que todas as amostras 

atingiram o plateau, ou seja, o esforço amostral foi suficiente para acessar toda a diversidade 

microbiana das amostras. 
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Figura 15. Curvas de rarefação de amostras de solo e córtex vegetal de bambu e eucalipto. 

 

Fonte: Gerado no Infogram através de dados gerados pelo Qiime2. Elaborado pela autora. 

 

5.1.3. Comparação metataxonômica de fungos dematiáceos entre espécies vegetais 

 

A análise metataxonômica apontou que a amostra com maior porcentagem de fungos 

da ordem Chaetothyriales foi a de solo rizosférico de eucalipto, proveniente do talhão número 

29, como pode ser observado na Tabela 4.  
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Tabela 4. Porcentagem de Chaetothyriales presentes por amostra. 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Mediante  a análise metataxonômica, os táxons da ordem Chaetothyriales foram 

distribuídos em 12 gêneros, 15 espécies e 3 famílias. Também foi encontrada uma espécie 

que possui  uma posição  incerta ao nível de família: Uncispora sinensis. A relação dos 

isolados dematiáceos da ordem Chaetothyriales encontrados nesse estudo, por amostra coletada 

e respectiva importância/aplicação, encontra-se no Quadro 2. 

 

Quadro 2. Classificação de fungos dematiáceos da ordem Chaetothyriales por amostra coletada e respectiva 

importância/aplicação. 

Táxon Família Amostra Importância e/ou aplicação 

 

Arthrocladium 

tardum 

 

 

Trichomeriaceae 

Rizosfera de 

eucalipto (talhão 

58) e de bambu 

(área 1) 

Comensal casual da associação formiga- 

planta-fungo (NASCIMENTO et al., 

2016). 
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Cladophialophora 

sp. 

 

 

 

 

 

 

Herpotrichiellaceae 

 

 

 

 

Rizosfera de 

eucalipto 

(talhões 58, 4a, 

91 e 29) e de 

bambu (área 1) 

Contém um número de espécies clínicas 

significativas, que causam 

cromoblastomicose e outras infecções de 

pele, como feohifomicose subcutânea e 

infecções disseminadas e cerebrais 

(FERNANDES et al., 2007). Gênero 

também encontrado em associação com 

madeira, plantas vivas como cactos, e 

como sapróbias. Representantes isolados 

em refrigerantes, solo poluído com 

alquilbenzeno (BADALI et al., 2008), 

Degradação de benzenos alquilados - 

tolueno, etilbenzeno e xilenos 

(PRENAFETA-BOLDÚ et al., 2002). 

 

Cyphellophora 

europaea 

 

Cyphellophoraceae 

Córtex vegetal 

de eucalipto 

(talhão 91) 

Isolada de pele e unhas humanas, causando 

sintomas clínicos (GAO et al., 2015) e 

habilidade em degradar hidrocarbonetos 

(PRENAFETA-BOLDÚ et al., 2006). 

 

Cyphellophora 

fusarioides 

 

 

Cyphellophoraceae 

 

Rizosfera de 

eucalipto (talhão 

58) 

Encontrada em fluído de lavagem 

brônquica de paciente com infiltração 

pulmonar (SUTTON et al., 1991) e lesão 

de orelha de cachorro (DECOCK et al., 

2003). 

Cyphellophora 

livistonae 

 

Cyphellophoraceae 

Rizosfera de 

eucalipto (talhão 

29) 

Em Livistona (Arecaceae) (CROUS et al., 

2012). 
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Cyphellophora 

olivacea 

 

 

 

Cyphellophoraceae 

 

Rizosfera de 

eucalipto (talhão 

29) e de bambu 

(área 1) e córtex 

vegetal de 

bambu (área 2) 

 

 

 

Associação com rochas (SUN et al., 

2019). 

 

Cyphellophora 

sessilis 

 

 

Cyphellophoraceae 

Rizosfera (área 

1) e córtex 

vegetal de 

bambu (área 2) 

Doenças em culturas de frutas (GAO et al., 

2015; BATZER et al., 2016; ISMAIL et 

al., 2016) e associação com rochas (SUN 

et al., 2019). 

 

Cyphellophora 

suttonii 

 

Cyphellophoraceae 

Rizosfera de 

eucalipto (talhão 

58) 

Clínica – isolamento de pele, unhas e 

fluidos pulmonares (DECOCK et al., 

2003)  e agente de feohifomicose animal 

(AJELLO et al., 1980). 

 

 

Exophiala bergeri 

 

 

Herpotrichiellaceae 

 

Córtex vegetal 

de eucalipto 

(talhão 29) 

Isolada na presença de compostos 

xenobióticos (tolueno e benzeno) e em 

madeira creosotada, envolvida em 

infecções oportunistas (ZHAO et al., 

2010; OGAWA et al., 2016). 

 

 

Exophiala 

cancerae 

 

 

Herpotrichiellaceae 

 

Rizosfera de 

eucalipto (talhão 

29) 

Água (TEIXEIRA et al., 2017), Agente 

causador da doença do caranguejo 

letárgico (DE HOOG et al., 2011) e 

infecções de pele e unha em humanos 

(HURST, 2019), rizosfera e raíz de 

milho e em cana-de-açúcar (DE 

FÁTIMA COSTA et al., 2020). 

 

Exophiala nigra 

 

Herpotrichiellaceae 

Rizosfera de 

eucalipto (talhão 

4a) 

Melanina aplicada à pecuária 

CHYIZHANSKA; BEREGOVA, 2009) e 

presente em água (TEIXEIRA et al, 2017). 

 

 

Exophiala sp.  

Herpotrichiellaceae  

Rizosfera de 

eucalipto 

(talhões 29 e 4a) 

e de bambu 

(área 1) e córtex 

vegetal de 

bambu (área 2) 

Infecções superficiais e invasivas (GAO 

et al., 2016). 
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Exophiala 

xenobiotica 

 

 

Herpotrichiellaceae 

 

Rizosfera de 

eucalipto (talhão 

58) 

Atividade catalítica (TELZEROW et al., 

2018), assimilação de hidrocarbonetos 

aromáticos tóxicos (DE HOOG et al., 

2006; TEIXEIRA et al., 2017) e patógeno 

de peixe (MUNCHAN et al., 2009). 

 

Knufia sp. 

 

Trichomeriaceae 

Rizosfera de 

eucalipto (talhão 

58) 

Espécies extremotolerantes de fontes 

ambientais, especialmente superfícies 

rochosas (TESEI et al., 2017). 

Minimelanolocus 

sp. 

 

Herpotrichiellaceae 
Rizosfera de 

eucalipto (talhão 

58) 

Maioria sapróbia (ZHANG; FU, 

ZANG, 2015), ambientes aquáticos 

(LIU et al., 2015) e plantas (HEREDIA 

et al., 2014). 

 

Phialophora 

geniculata 

 

 

Herpotrichiellaceae 

Rizosfera de 

eucalipto 

(talhões 58 e 4a) 

e de bambu 

(área 1) 

 

 

Alcalifílico (KEVBRIN, 2019). 
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Rhinocladiella sp. 

 

 

Herpotrichiellaceae 

 

Rizosfera de 

eucalipto 

(talhões 58 e 

29) 

Espécies de interesse médico (HEIDRICH 

et al., 2017), produção do metabólito 

citocalasina, com atividade antibiótica e 

antitumoral (WAGENAAR et al., 2000), 

madeira e animais endotérmicos 

(TEIXEIRA et al., 2017). 

 

Strelitziana sp. 

 

Incertae sedis 

Rizosfera de 

eucalipto 

(talhão 58) 

 

Fitopatógeno (ZHANG et al., 2009). 

 

Trichomerium 

dioscoreae 

 

 

Trichomeriaceae 

Rizosfera de 

eucalipto 

(talhões 58 e 

29) e de bambu 

(área 1) 

 

 

Fitopatógeno (CROUS et al., 2014). 

 

Uncispora 

sinensis 

 

 

Incertae sedis 

 

Rizosfera de 

eucalipto 

(talhão 58) 

Encontrada em folhas de uma planta 

dicotiledônea na China, taxonomia incerta 

de família, pois não se enquadra em 

nenhuma família conhecida da ordem 

(YANG et al., 2011). 

 

Veronaea 

compacta 

 

Herpotrichiellaceae 

Rizosfera 

(área 1) e 

córtex vegetal 

de bambu 

(área 2) 

Biodegradação de matéria orgânica, 

sapróbio ((PAPENDORF, 1976). 

 

Veronaea spp. 

 

Herpotrichiellaceae 

Rizosfera de 

eucalipto 

(talhão 58) 

 

Fitoparasita (KHARWAR et al., 2004). 

Fonte: Elaborado pela autora. 



52 
 

Figura 16. Abundância de Chaetothyriales por família em cada amostra. 

 

Fonte: Gerado pelo software R. Editado pela autora. 

 

A análise descrita no item 4.2.4. (análise metataxonômica da diversidade fúngica) 

revelou mais 4 representantes dos herpotriquieláceos: Cyphellophora suttonii, Exophiala 

cancerae, Exophiala xenobiotica e Veronaea compacta.  

As amostras de solo foram as que apresentaram uma maior diversidade de fungos no 

geral, e da ordem Chaetothyriales, quando comparadas com as amostras de córtex vegetal. 
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Figura 17. Ocorrência de fungos da ordem Chaetothyriales em amostras coletadas, esboçando os diferentes padrões 

de diversidade encontrados em córtex vegetal e solo rizosférico. a) Representação gráfica da ordem Chaetothyriales 

em seis amostras de córtex vegetal: BA1C, BA2C, ET58C, ET91C, ET4aC e ET29C. b) Representação gráfica da 

ordem Chaetothyriales em seis amostras de solo: BA1R, BA2R, ET58R, ET91R, ET4aR, ET29R. 

 

Fonte: Dados gerados através do Qiime2 e visualizados no MetaCoMET. 

 

Dentre as 34 OTUs de fungos compartilhadas entre os tipos de amostras coletadas 
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(Figura 14), para Chaetothyriales foi possível encontrar os táxons Exophiala spp., Veronaea 

compacta, Cyphellophora olivacea e Cyphellophora sessilis tanto em amostras de solo 

rizosférico, quanto de córtex vegetal, representando 4 táxons dos 20 classificados (Quadro 2), 

ou seja, uma minoria de representantes Chaetothyriales foi encontrada nos dois tipos de 

amostras simultaneamente (solo rizosférico e córtex vegetal). Com relação aos fungos 

dematiáceos de outras ordens, foi possível encontrar os táxons Cladosporium cladosporioides 

e Curvularia trifolii presentes em amostras de solo rizosférico e córtex vegetal (Quadro 4). 

Dentre as OTUs de Chaetothyriales encontradas exclusivamente em amostras de solo ou 

exclusivamente de córtex vegetal foi possível verificar e comparar quais foram classificadas 

na ordem, sendo 16 dos 20 táxons (listados no Quadro 2), ou seja, a maioria dos táxons 

classificados na ordem foram encontrados exclusivamente em um tipo de amostra (solo 

rizosférico ou córtex vegetal). 

Além das classificações feitas através da metataxonomia (Quadro 2), algumas 

sequências de Chaetothyriales que foram classificadas até o nível de gênero obtiveram uma 

resolução taxonômica mais avançada por meio de alinhamento com sequências do 

NCBI/Blast (Quadro 3). 

 

Quadro 3. Classificação de espécies de Chaetothyriales a partir do alinhamento com sequências do Blast. 
 

Táxon Importância e/ou aplicação 

Cladophialophora chaetospira Agente de biocontrole e promotor de crescimento em 

plantas de morango (HARSONOWATI; MARIAN; 

NARISAWA, 2020). 

Cladophialophora lanosa Solo (DAS; LEE; JUNG, 2019). 

Cyphellophora phyllostachydis Bambu (GAO et al., 2015). 

Exophiala equina Feo-hifomicose subcutânea (NAJAFZADEH et al., 

2013); Água, solo e plantas (DE HOOG et al. 

2011). 

Exophiala pisciphila Antibiótico (DOSHIDA et al., 1996); Endofítico capaz 

de atuar na promoção de crescimento vegetal do milho e 

aumentar a tolerância em solos contaminados com 

metais pesados (LI et al., 2011; XU et al., 2020); 

Tolerância e resposta antioxidante ao estresse induzido 

por Cádmio (ZHAN et al., 2015); Patógeno humano 

causando cromoblastomicose (SUGHAYER et al., 

1991); Patógeno de peixe (MUNCHAN et al., 2009); 
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Minimelanolocus curvatus Madeira em decomposição submersa (LIU et al., 

2015). 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Além dos dematiáceos pertencentes a ordem Chaetothyriales, foi possível encontrar os 

seguintes, pertencentes à outras ordens: Cladosporium cladosporioides (Cladosporiales), 

Chaetocapnodium placitae e Leptoxyphium glochidion (Capnodiales), Aureobasidium pullulans 

(Dothideales), Periconia echinochloae, Periconia pseudobyssoides, Periconia macrospinosa, 

Periconia sp., Alloconiothyrium aptrootii, Pyrenochaetopsis leptospora, Pyrenochaeta sp., 

Epicoccum nigrum, Neoascochyta paspali, Bipolaris sorokiniana, Curvularia spicifera, 

Curvularia trifolii, Curvularia sp., Alternaria alternata, Edenia gomezpompae, Phaeosphaeria 

sp., Phaeosphaeria oryzae, Phaeosphaeria lunariae, Phaeosphaeria podocarpi, Phaeosphaeria 

sinensis, Setophoma sp., Setophaeosphaeria sidae, Ophiosphaerella aquatica, Ophiosphaerella 

sp., Neosetophoma sp., Lophiostoma sp., Lophiostoma corticola, Lophiostoma chamaecyparidis, 

Vaginatispora amygdali, Roussoella siamensis, Roussoella solani, Roussoella neopustulans, 

Roussoella sp., Liua muriformis, Pseudopithomyces rosae, Paraconiothyrium archidendri, 

Paraconiothyrium variabile, Paraconiothyrium sp., Paraphaeosphaeria sp., Pseudopithomyces 

karoo, Pseudopithomyces sp., Dictyosporium strelitziae, Dictyosporium elegans, Dictyosporium 

heptasporum, Dictyosporium sp., Dictyocheirospora garethjonesii, Pseudodictyosporium 

elegans, Gregarithecium curvisporum, Acrocalymma fici, Aquilomyces patris, Biatriospora 

antibiotica, Biatriospora mackinnonii, Biatriospora sp., Teichospora sp., Tetraplosphaeria sp., 

Westerdykella reniformis, Westerdykella dispersa, Westerdykella nigra, Westerdykella sp., 

Preussia globosa, Preussia sp., Coniothyrium sp., Stagonospora sp., Massarina sp., Keissleriella 

caraganae, Atrocalyx lignicola, Atrocalyx sp., Lepidosphaeria sp., Leptosphaeria sp., 

Brevicollum hyalosporum, Dokmaia sp., Trichobotrys effusa, Nigrograna cangshanensis, 

Pseudorobillarda sojae. (Pleosporales). 

 
Quadro 4. Classificação de principais espécies de fungos dematiáceos das ordens Pleosporales, Capnodiales, 

Cladosporiales e Dothideales por amostra coletada e importância e/ou aplicações. 

Táxon Família Amostra Importância e/ou aplicações 

 

Alternaria 

alternata 

 

 

Pleosporales 

Rizosfera de eucalipto 

(talhões 4a e 29) e 

rizosfera de bambu (áreas 

1 e 2) 

Produtor potente de muitos metabólitos 

secundários e contaminação de alimentos 

e rações por toxinas (WENDEROTH et 

al., 2017). 
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Aureobasidium 

pullulans 

Dothideales 
Rizosfera de eucalipto 

(talhão 29) 

Produção de ampla gama de produtos 

naturais viáveis para aplicações 

biotecnológicas e ambientais, enzimas 

industriais muito úteis, como β- glucosidase, 

amilases, celulases, lipases, proteases, 

xilanases e mananases, produção do 

biopolímero Pullulan (poli-α- 1,6-

maltotriose),  com 

propriedades significativas e aplicações 

biotecnológicas nas indústrias alimentícia, 

cosmética e farmacêutica, atividade 

antagônica contra patógenos de plantas, 

produção de compostos orgânicos voláteis, 

enzimas hidrolíticas e compostos 

antimicrobianos, biocontrole de 

micotoxinas (BOZOUDI; 

TSALTAS, 2018). 

Biatriospora 

mackinnonii 

 

Pleosporales 

Rizosfera de eucalipto 

(talhão 4a) 

Ceratomicose, infecção rara e grave da 

córnea (AOKI et al., 2021). 

Bipolaris 

sorokiniana 

 

 

Pleosporales 

Rizosfera de eucalipto 

(talhões 58 e 29) 

Fitopatógeno de trigo e cevada, sendo 

principal obstáculo à produção de cereais 

em todo o Sul da Ásia (MCDONALD, et 

al., 2018). 

Chaetocapnodium 

placitae 

 

Capnodiales 

Rizosfera de eucalipto 

(talhão 4a) e rizosfera de 

bambu (área 1) 

Agente de biocontrole (ANDARGIE et 

al., 2017) 
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Cladosporium 

cladosporioides 
Cladosporial es 

Rizosfera de eucalipto 

(talhões 58, 4a, 29 e 

91). Rizosfera de 

bambu (área 1), córtex 

vegetal de bambu (área 

2) 

Feohifomicose  humana 

(VIEIRA; MILHEIRO; 

PACHECO, 2001), 

feohifomicose em gato 

doméstico (VELÁZQUEZ- 

JIMÉNEZ et al., 2019) e micose 

sistêmica em cachorro 

doméstico (SPANO et al., 

2018); entomopatogênico e fonte 

de produtos com atividades 

inseticidas (EL- SAWY; 

MOSTAFA; ISMAIL, 

2019) com potencial para 

biocontrole de pragas de insetos 

(ISLAM et al., 2019); patógeno 

vegetal (MA; DE SILVA; 

TAYLOR, 2020); metabólitos 

secundários que demonstram ser 

fortes agentes antibacterianos e 

antifúngicos, exibindo baixa 

toxicidade (YEHIA et al., 

2010); potencial agente de 

controle biológico de ferrugem 

branca (TORRES et al., 2017); 

potencial agente de 

micorremediação de ambientes 

contaminados por álcool 

etoxilado e indústria de 

detergentes (JAKOVLJEVIĆ; 

VRVIĆ,   2018);   produtor   de 

lacase (ASLAM et al., 2012). 

 

 

Coniothyrium sp. 

 

 

Pleosporales 

 

Rizosfera de bambu (área 

1) 

Vários compostos bioativos, 

como derivados de ácido furóico 

(TRAN‐CONG, et al., 2020); 

Antibiótico (HASTUTY; 

MAIRANI; ROSADA, 2020). 

Curvularia 

spicifera 

 

Pleosporales 

Córtex vegetal de 

eucalipto (talhão 29 e 

91) 

Fitopatogênico (QOSTAL et al., 

2019) e patógeno humano 

(BAY et al., 2017). 
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Edenia 

gomezpompae 

 

 

Pleosporales 

 

 

Rizosfera de eucalipto 

(talhões 58 e 91) 

Produção de metabólitos 

relativamente raros da família 

espirobisnaftalenos, com 

potenciais atividades 

antiinflamatórias (TAN et al., 

2020) 

 

Epicoccum 

nigrum 

 

Pleosporales 

Rizosfera de eucalipto 

(talhões 58, 4a e 29) e 

rizosfera de bambu (área 

1) 

Parasita de fungos 

fitopatógenos, usado como 

agente no biocontrole 

(HARWOKO et al., 2021). 

 

Leptosphaeria sp. 

 

Pleosporales 

 Compostos antifúngicos (LIN et 

al., 2017); Fitopatógeno vegetal 

(BRUNNER et al., 2018) 

Roussoella solani Pleosporales 

Rizosfera de eucalipto 

(talhões 4a e 91) 

Ceratomicose (MOCHIZUKI et 

al., 2017) 

Westerdykella 

dispersa 
Pleosporales 

Rizosfera de bambu 

(área 1) 

Infecção angioinvasiva (SUE et 

al., 2014). 

Westerdykella 

reniformis 
Pleosporales 

Rizosfera de eucalipto 

(talhão 29) e bambu 

(área 1) 

Produção de metabólitos 

antibióticos (EBEAD et al., 

2012) 



59 
 

 

 

 

 

Westerdykella sp. 

 

Pleosporales 

Rizosfera de bambu (área 

1) 

Resistência a mercúrio e 

biorremediação (PIETRO- 

SOUZA et al., 2020). 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

5.1.4. Comparação metataxonômica de fungos entre tipos de solo 

 

Dos diferentes tipos de solo onde as amostras foram coletadas, a maior ocorrência de 

fungos de maneira geral foi no Argissolo Vermelho Eutrófico (Figura 18). Também foi o tipo 

de solo que apresentou o maior número de OTUs classificadas na ordem Chaetothyriales 

(Figura 19). Além disso, o número de OTUs observadas foi maior em solos com maior 

fertilidade (Figura 20). 

 

Figura 18. OTUs observadas em função de sequências analisadas nos diferentes tipos de solo amostrados. 
 

Fonte: Gerado no Infogram com dados gerados pelo Qiime2. Elaborado pela autora. 
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Figura 19. Porcentagem de Chaetothyriales em função do tipo de solo por amostra. 

Fonte: Gerado no Infogram através de dados gerados pelo Qiime2. Elaborado pela autora. 

 

 

Figura 20. OTUs observadas em função de sequências analisadas em diferentes tipos de solo quanto à  fertilidade. 
 

Fonte: Gerado no Infogram com dados gerados pelo Qiime2. Elaborado pela autora. 
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Figura 21. Abundância de OTUs de filos fúngicos em função do tipo de solo. 

 

Fonte: Gerado no software R. 
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5.1.5. Presença de fungos de importância médica 

 

Considerado um resultado relevante para o conhecimento de espécies fúngicas da 

FEENA, listamos no Quadro 5 os táxons  de importância médica encontrados nas amostras 

estudadas.  

 

Quadro 5. Classificação dos fungos de importância médica por amostra coletada. 

Infecção fúngica Agente etiológico Ordem Amostra 

Zigomicose 

sistêmica 
Absidia anomala Mucorales 

Rizosfera de eucalipto (talhões 

58, 4a e 29) e de bambu (área 

1) 

Micetoma 

Eumicótico 
Acremonium furcatum Hypocreales 

Rizosfera de eucalipto (talhões 

58 e 4a) 

Micetoma 

Eumicótico 

Acremonium persicinum Hypocreales 
Rizosfera de eucalipto (talhão 

29) 

Hialohifomicose Aspergillus neoniger Eurotiales 

Córtex vegetal de eucalipto 

(talhão 91) 

Hialohifomicose Aspergillus 

penicillioides 

Eurotiales Rizosfera de eucalipto (talhão 

29) e bambu (área 2) 

Hialohifomicose Aspergillus puniceus Eurotiales 
Rizosfera de eucalipto (talhão 

58) 

Leveduroses Candida albicans Saccharomycetales 

Rizosfera de eucalipto (talhões 

58  e 29) e de bambu (área 2) 

- Cladophialophora spp. Chaetothyriales 

Rizosfera de eucalipto (talhões 

29, 58, 4a e 91) e bambu (área 

1) 

Micetomas Curvularia spicifera Pleosporales 

Córtex vegetal de eucalipto  

(talhões 29 e 91) 

Micetomas Curvularia trifolii Pleosporales 

Rizosfera (área 1) e córtex 

vegetal de bambu (área 2) 

Potencial sistêmico 

Emmonsiellopsis 

coralliformis 
Onygenales 

Rizosfera de eucalipto (talhões 

58, 29, 91 e 4a) 

- Exophiala cancerae Chaetothyriales Rizosfera de eucalipto (talhão 
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29) 

- Exophiala nigra Chaetothyriales 
Rizosfera de eucalipto (talhão 

4a) 

- Exophiala xenobiotica Chaetothyriales 
Rizosfera de eucalipto (talhão 

58) 

- Kodamaea ohmeri Saccharomycetales Rizosfera de bambu (área 2) 

- Malassezia dermatis Malasseziales Rizosfera de bambu (área 1) 

- Mortierella exigua Mortierellales 

Rizosfera de eucalipto 

(talhões  58, 29 e 4a) e bambu 

(área 1) 

- Mortierella sarnyensis Mortierellales Rizosfera de bambu (área 1) 
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- 

 

Mucor irregularis 
 

Mucorales 

Rizosfera de eucalipto 

(talhões 58 e 29) e bambu 

(área 1) 

- 

 

Mucor minutus 

 

Mucorales 

Rizosfera de eucalipto 

(talhões 58 e 4a) e bambu 

(área 1) e de bambu (área 1) 

- 

Paecilomyces 

purpureus Eurotiales 
Rizosfera de eucalipto (talhão 

4a) 

- 

Phialophora 

geniculata 
Chaetothyriales 

Rizosfera de eucalipto 

(talhões 58 e 4a) e bambu 

(área 1) 

- 
Rhinocladiella spp. 

Chaetothyriales 

Rizosfera de eucalipto 

(talhões 29 e 58) 

- Rhizopus microsporus Mucorales 
Rizosfera de eucalipto (talhão 

4a) 

- Trichosporon asahii Tremellales 
Rizosfera de eucalipto (talhão 

58) 

Fonte: Elaborado por Maria Eduarda Grisolia e autora. 

 

5.2.Método dependente de cultivo 

 

Foi utilizado visando acessar a diversidade de fungos dematiáceos cultiváveis. 

 

5.2.1. Isolamento e purificação dos isolados 

 

A partir de dados parciais obtidos através do método independente de cultivo, foi 

possível direcionar o início do isolamento de dematiáceos. Foi dada prioridade para as amostras 

que até então haviam apresentado maiores porcentagens de Chaetothyriales (solo do talhão 58 

e córtex vegetal da área 2 de bambu). As amostras que apresentaram a porcentagem de 

Chaetothyriales abaixo de 0,5% não foram isoladas. 
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Figura 22. Placa de isolamento do córtex vegetal da área 2 de bambu (BA2C), com o crescimento de fungos 

dematiáceos (30 dias). Meio Ágar Mycrosel. a) Frente; b) Verso. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Ao todo foram recuperados 69 isolados de fungos dematiáceos, distribuídos entre 

4  das 6 amostras isoladas (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Amostras que passaram pelo isolamento seletivo de fungos dematiáceos. 

 

Código Amostra Isolados 

BA2C 
 

Córtex vegetal de Bambusa vulgaris 

 

50 

ET58R 

 

Solo rizosférico de Eucalyptus 

tereticornis 

 

12 

ET91C 
Córtex vegetal de Eucalyptus 

tereticornis 

 

0 

ET4aR 

 

Solo rizosférico de Eucalyptus 

tereticornis 

 

1 

BA2R Solo rizosférico de Bambusa vulgaris 

 

0 

ET29R 

 

Solo rizosférico de Eucalyptus 

tereticornis 

 

6 

 
Total 69 

Fonte: Elaborado pela autora. 

a) b) 
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Figura 23. Linhagens isoladas e purificadas da amostra da área 2 de córtex vegetal de bambu (BA2C). 5 dias de 

crescimento. Meio BDA. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

É válido destacar que ao longo dos isolamentos seletivos, apesar do uso de 

antimicótico na composição do meio de cultura, o fungo Purpureocillium spp. cresceu com 

muita facilidade. 

No ato do isolamento seletivo, foi determinada através da massa da amostra, o teor de 

umidade. Posteriormente, amostras que não foram isoladas também foram pesadas para 

determinação e comparação da umidade entre as amostras. Não houve relação entre a 

porcentagem de Chaetothyriales e a presença de umidade na amostra, considerando que no solo 

rizosférico do talhão 29 de eucalipto (ET29R) foi detectada menor umidade e a maior 

porcentagem de representantes de Chaetothyriales, além de ser possível observar que as áreas 

de bambu apresentaram umidade alta, porém na área 1 (BA1C) foi detectada uma porcentagem 

muito baixa de Chaetothyriales e na área 2 (BA2C) uma porcentagem maior de táxons da 

ordem. 
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Figura 24. Comparação do teor de umidade das diferentes amostras com a porcentagem da ordem Chaetothyriales 

detectada pela análise metataxonômica. O número após o nome das amostras indica que houveram repetições para 

determinada amostra. A coluna de isolados está presente em amostras que indicaram porcentagem significativa de 

Chaetothyriales e, portanto, passaram por isolamento. 

Fonte: Elaborado pela autora através do Excel. 

 

 

5.2.2. Preservação das linhagens 

 

A preservação de todos os isolados fúngicos foi realizada em água destilada, 

totalizando 69 dematiáceos - LMA 2044-2112 e 10 de isolados do fungo Purpureocillium spp. 

- LMA 2113- 2122. Esses fungos foram depositados na coleção de trabalho de microrganismos 

do LMA/Táxon (LMA 2044-2112). 
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Figura 25. Preservação de fungo dematiáceo em água destilada esterelizada. 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

5.2.3. Microcultivo 

 

 Após a realização de lâminas para observação das estruturas microscópicas, foi 

possível notar que a técnica não foi muito resolutiva para identificação de fungos dematiáceos. 

Muitos fungos não apresentaram a formação de estruturas reprodutivas. Posteriormente, para 

complementação, foi dada preferência para identificação molecular. 

 Os conidióforos de Cladosporium possuem comprimento variados, eretos, escuros e 

ramificados, conídios uni ou bicelulares, de forma e tamanho variados (OLIVEIRA et al., 

2021). 
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Figura 26. Micromorfologia das linhagens LMA 2045, 2048, 2051 e 2053, de Cladosporium sp. a) Conidióforo, 

b) Conídios e c) Hifa septada. Corante Azul de algodão. Aumento de 1000x. 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

5.2.4. Identificação molecular dos isolados 

 

A partir das sequências obtidas de 22 isolados dematiáceos, foi possível gerar 

dendogramas filogenéticos (Figuras 28, 29, 30 e 31). Foram identificados os táxons: 

Cladosporium sp., Cyphellophora musae, Exophiala sp. e Exophiala pisciphila  (Quadro 5). 

 

Quadro 5. Identificação molecular de isolados dematiáceos. 
 

LMA/Código Amostra Identificação Classe/Ordem/Família 

2044 (BA2C 1) 

2045 (BA2C 2) 

2048 (BA2C 5) 

2051 (BA2C 8) 

2053 (BA2C 10) 

2058 (BA2C 15) 

2061 (BA2C 18) 

2062 (BA2C 19) 

2066 (BA2C 23) 

2067 (BA2C 24) 

2070 (BA2C 27) 

2077 (BA2C 34) 

2078 (BA2C 35) 

2085 (BA2C 42) 

 

 

 

 

 

 

Córtex vegetal 

de bambu 

Cladosporium sp. 

 

 

 

 

 

 

Dothideomycetes/Cladosporiales/Cladosporiaceae 

2105 (ET58R 12) 
Solo rizosférico 

de eucalipto 
Cladosporium sp. Dothideomycetes/Cladosporiales/Cladosporiaceae 
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2079 (BA2C 36) 

2093 (BA2C 50) 

Córtex vegetal 

de bambu 

Cyphellophora 

musae 
Eurotiomycetes/Chaetothyriales/Cyphellophoraceae 

2094 (ET58R 1) 

Solo rizosférico 

de eucalipto 
Exophiala sp. Eurotiomycetes/Chaetothyriales/Herpotrichiellaceae 

2095 (ET58R 2) 

2101 (ET58R 8) 

2102 (ET58R 9) 

2103 (ET58R 10) 

Solo rizosférico 

de eucalipto 

Exophiala 

pisciphila 
Eurotiomycetes/Chaetothyriales/Herpotrichiellaceae 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 27. Isolados representantes dos táxons sequenciados. Crescimento de 5 dias. a) e b) Isolado representante 

de Cladosporium sp., LMA 2058. a) Colônia em meio BDA e b) Detalhe da colônia com aumento de 8x no 

estereomiscroscópio. c) e d) Isolado representante de Cyphellophora musae, LMA 2079. a) Colônia em meio BDA 

e b) Detalhe da colônia com aumento de 8x no estereomiscroscópio. e) e f) Isolado representante de Exophiala sp./ 

Capronia sp., LMA 2094. e) Colônia em meio BDA e f) Detalhe da colônia com aumento de 8x no 

estereomiscroscópio. g) e h) Isolado representante de Exophiala pisciphila LMA 2102. g) Colônia em meio BDA 

e h) Detalhe da colônia com aumento de 8x no estereomiscroscópio. 

 
Fonte: Arquivo pessoal. 
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Figura 28. Dendograma para os isolados pertencentes ao gênero Cladosporium. Método Neighbor-joining, 

baseado em distância genética demonstrando a relação entre a sequência parcial do espaçador ribossomal ITS 

das linhagens LMA 2044, 2045, 2048, 2051, 2053, 2058, 2061, 2062, 2066, 2067, 2070, 2077, 2078, 2085 e 

2105, e sequências de linhagens de micro-organismos relacionados presentes nas bases de dados Genbank e CBS-

Knaw. 

 

Fonte: Gerado através do MEGA X e editado pela autora. 
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Fonte: MEGA X e editado pela autora. 

Figura 29. Dendograma para os isolados pertencentes ao táxon Exophiala pisciphila. Método Neighbor-joining, 

baseado em distância genética demonstrando a relação entre a sequência parcial do espaçador ribossomal ITS 

das linhagens LMA 2101, 2102 e 2103, e sequências de linhagens de micro-organismos relacionados presentes 

nas bases de dados Genbank e CBS-Knaw. 

73 Exophiala pisciphila CBS 537.73 T (NR121269) 
100 

76 

LMA 2101 

LMA 2102 
89 LMA 2103 

36 
  Exophiala aquamarina CBS 119918T (NR111626) 

Exophiala psychrophila CBS 191.87T (NR145371) 

93 
92 

74 

32 

95 

94 

94 

99 

Exophiala cancerae CBS 120420T (NR137766) 

Exophiala lacus CBS 117497 T (NR111629) 

Exophiala opportunistica CBS 109811T (NR 154906) 

Exophiala salmonis CBS 157.67 T (NR121270) 

Exophiala tremulae CBS 129355 T (NR159874) 

Exophiala equina CBS 119.23T (NR111627) 

Exophiala macquariensis CDZ-2017 (MF619956) 

Exophiala brunnea CBS 587.66 (JF747062) 

Exophiala mesophila CBS 402.95T (NR121461) 

Cladophialophora mycetomatis CBS 454.82 (LC192112) 

0.020 

Fonte: Gerado através do MEGA X e editado pela autora. 
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Figura 30. Dendograma para o isolado pertencente ao gênero Exophiala. Método Neighbor-joining, baseado em 

distância genética demonstrando a relação entre a sequência parcial do espaçador ribossomal ITS da linhagem 

LMA 2094, e sequências de linhagens de micro-organismos relacionados presentes nas bases de dados Genbank e 

CBS-Knaw. 

 

Fonte: Gerado através do MEGA X e editado pela autora.
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Figura 31. Dendograma para os isolados pertencentes ao táxon Cyphellophora musae. Método Neighbor- joining, 

baseado em distância genética demonstrando a relação entre a sequência parcial do espaçador ribossomal ITS das 

linhagens LMA 2079 e 2093, e sequências de linhagens de micro-organismos relacionados presentes nas bases de 

dados Genbank e CBS-Knaw.  

Fonte: Gerado através do MEGA X e editado pela autora. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Os fungos são seres ubíquos, podendo ser encontrados em plantas, ar atmosférico, 

solo, água e integrando a biodiversidade de muitos ambientes (GOSTINČAR et al., 2018). 

Acredita-se que o número de espécies seja de 3 milhões (LÜCKING et al., 2020), com algumas 

estimativas mais arrojadas relatando 12 milhões, em média (WU et al., 2019). Colonizam os 

mais diversos substratos, sustentando diversas formas de vida tróficas superiores e tendo papéis 

importantes na saúde animal (incluindo humana) e vegetal, agricultura e rede alimentar global 

(CAVICCHIOLI et al., 2019). A maioria dos fungos são sapróbios, trazendo benefícios como 

a degradação de matéria orgânica, criando húmus essencial à reciclagem de nutrientes, e outras 

vezes produzindo antibióticos e fornecendo alimentos (KOHLER; PERFECT, 2015). 

Esse trabalho objetivou buscar informações sobre fungos, em especial 

Chaetothyriales, em substratos considerados potenciais fontes da biodiversidade desse grupo. 

Tendo em vista que a riqueza e a diversidade de organismos em uma comunidade são 

estritamente dependentes do esforço amostral realizado, e à medida que se aumenta a 

quantidade de sequências marcadoras (no caso de ITS), é uma tendência aumentar o número de 

OTUs, foi possível verificar através das curvas de rarefação que a amostragem feita foi 

estatisticamente confiável. 

Os agrupamentos gerados pelo gráfico de PcoA  demonstraram que o solo rizosférico 

de eucalipto apresenta uma comunidade microbiana mais uniforme, em comparação com o 

córtex. Por outro lado, o bambu apresentou uma comunidade microbiana mais heterogênea e 

variável, para áreas amostradas (área 1 e  área 2) e tipo de amostra (solo e córtex). Entretanto, 

os dados não são suficientes para uma análise estatística desta variável, visto que foram 

analisadas 4 regiões de eucalipto e 2 de bambu. 

A maior presença de fungos encontrada em solo do que em córtex vegetal nas 

amostras coletadas era esperada. Os seres vivos dos ecossistemas terrestres estão associados 

diretamente com os solos durante seus ciclos de vida. Por isso, o solo é considerado um 

elemento chave de toda a biodiversidade do planeta. Nosso estudo amostrou tipos diferentes de 

solos. Observou-se uma maior ocorrência de fungos no tipo Argissolo Vermelho Eutrófico, 

considerado argiloso e com grande concentração de matéria orgânica e umidade. Por ser 

eutrófico (alta saturação de bases), é normalmente ácido e fértil, pois contém magnésio e 

potássio (DOS SANTOS et al., 2020). O talhão de eucalipto número 29 (ET29R), que 

apresentou uma maior riqueza e diversidade de OTUs para a rizosfera, está inserido numa área 

com esse tipo de solo, condição que provavelmente favoreceu o resultado obtido. Maiores 
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investigações serão necessárias para esclarecer possíveis fatores intrínsecos à região amostrada. 

Em contrapartida, as amostras de córtex e solo de bambu (BA1C e BA2R, 

respectivamente), cujas plantas encontram-se numa região de solo do tipo Gleissolo Háplico, 

apresentaram menor diversidade em ambas as amostras. Classificado como distrófico, esse tipo 

de solo possui saturação por bases inferior a 50%, é relatado como bastante ácido, de média ou 

baixa fertilidade, e apresenta sérias limitações para uso agrícola, pois costumam ter oxigenação 

deficiente e não favorecem a mecanização (DE SOUZA; LOBATO, 2021). Acredita-se que tais 

características tenham influenciado de forma determinante a diversidade de fungos 

(considerados majoritariamente aeróbios, por exemplo), nas amostras estudadas. 

Segundo o plano de manejo da FEENA (REIS; PONTALTI, 2005), o setor norte da 

unidade é composto de solos com textura média a arenosa, e analiticamente distróficos (baixa 

fertilidade), sendo que o setor sul é composto de solos com textura argilosa a muito argilosa, e 

analiticamente eutróficos (alta fertilidade), região a qual foi detectada a maior diversidade 

fúngica e de Chaetothyriales no solo. Este parâmetro pedológico, a saturação de bases, diz 

respeito a cátions básicos trocáveis e está associado diretamente com a fertilidade natural do 

solo, também influenciando na retenção de água dos solos e a disponibilidade de nutrientes 

(DOS SANTOS et al., 2020). 

A riqueza e abundância de espécies fúngicas do solo da área 1 (bambu) em específico 

podem estar atreladas  à  sua localização, que favorece o acúmulo de umidade e matéria 

orgânica. Banhada pelo Rio Santo Antônio, a área encontra-se ao lado da antiga e desativada 

estação de tratamento de água da unidade e sofre eventualmente com o escoamento de água 

do lago (quando é necessária a abertura da comporta do lago, esta área está sujeita a 

alagamento). 

A área 2 de bambu apresentou dentro da ordem Chaetothyriales baixa porcentagem de 

táxons no solo rizosférico (>0,15%) e considerável porcentagem no córtex vegetal (2,99%). As 

frequências de 2,99% de Chaetothyriales em córtex vegetal de Bambusa vulgaris (BA2C) e de 

5,18% em solo rizosférico de Eucalyptus tereticornis (ET29R) obtidas através do método 

independente de cultivo, foram bons indicativos de que esses ambientes abrigam significativa 

abundância de táxons da ordem. Portanto, são interessantes e potenciais nichos para o estudo 

contínuo de Chaetothyriales, pois podem contribuir para preencher as lacunas existentes na 

taxonomia do grupo. 

Os índices de diversidade e frequência relativa dos filos fúngicos encontrados, 

revelaram o seguinte padrão: o filo Basidiomycota prevaleceu no córtex vegetal da área 1 

representando mais da metade da comunidade fúngica, enquanto no córtex da área 2, apresentou 
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99,18% pertencente ao filo Ascomycota. Condições do córtex vegetal da área 2 favorecem a 

manutenção de ascomicetos em detrimento de basidiomicetos. Basidiomycota são bons 

competidores, sendo compreensível que onde eles prevalecem com abundância não seja 

propício o estabelecimento de Chaetothyriales, que são baixos competidores, oligotróficos, 

pertencentes ao filo Ascomycota. É possível que a presença em abundância do filo 

Basidiomycota suprimiu a presença de Ascomycota, e consequentemente de Chaetothyriales, o 

que justifica as baixas porcentagens da referida ordem obtidas na área 1 de bambu e 

porcentagens mais significantes no córtex da área 2. 

O não compartilhamento abundante de OTUs pelas amostras vegetais e de solo 

rizosférico pode ser explicado pelas características intrínsecas desses diferentes substratos. 

O solo consiste num meio altamente complexo, um ecossistema com múltiplos componentes 

abióticos e bióticos, sendo que todos os principais grupos taxonômicos de fungos são 

encontrados nos solos. Somados a isso, fatores que promovem a alta diversidade de espécies 

nas comunidades de fungos do solo como a heterogeneidade do micro-habitat, mistura de 

decompositores primários, secundários e terciários, persistência de matéria orgânica que 

promove a partição de nicho, mudanças temporais no clima e na vegetação local e a notável 

capacidade das células e micélios de fungos se comportarem de forma individualista (BILLS et 

al., 2004). 

Nas plantas, ocorrem diferentes interações microbianas (harmônicas e desarmônicas) 

que promovem a biodiversidade vegetal (VAN DER HEIJDEN et al., 2016), abrigando  grande 

variedade filogenética de espécies fúngicas (endofíticas, epifíticas, sapróbias ou parasitas). 

Microrganismos associados às plantas estão sendo amplamente estudados para o controle 

biológico, promoção de crescimento, fixação de nutrientes e desenvolvimento vegetal 

(DRESCH; LANA; MACIEL, 2019). O microbioma rizosférico é fundamental para as  plantas, 

proporcionando defesa contra pragas e doenças, facilitando a aquisição de nutrientes e 

ajudando as plantas a suportarem desequilíbrios abióticos (PÉREZ-JARAMILLO; MENDES, 

RAAIJMAKERS, 2016), sendo assim, de extrema relevância a realização de  trabalhos como 

este. 

Dentre os Chaetothyriales que foram encontrados tanto em amostra de solo rizosférico 

como em amostra de córtex vegetal, encontra-se Veronaea compacta (PAPENDORF, 1976). A 

partir de buscas nos bancos de dados foi possível observar que o táxon pertencente à família 

Herpotrichiellaceae tem sido pouco estudado, já que desde a sua descrição em 1976 não 

existem muitos artigos que o incluam. Quando o fazem, aparece em estudos de filogenia 

molecular na composição dos dendrogramas. Até então, o papel deste organismo no ambiente 
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e potenciais aplicações são lacunas não preenchidas. Pelo fato de ter sido um táxon encontrado 

nas amostras mediante ao método independente de cultivo, há a possibilidade de ser isolado 

através método dependente (isolamento seletivo). Se assim o for, poderá ser preservado e 

bioprospectado. 

Com relação aos táxons dematiáceos não pertencentes à ordem Chaetothyriales que 

foram encontrados nos dois tipos de amostras estudados, destacamos a presença de 

Cladosporium cladosporioides (Cladosporiales), fungo cosmopolita muito comum (BENSCH 

et al., 2015), encontrado em diversos substratos. Estudos e aplicações envolvendo a espécie são 

bem difundidos na literatura (Quadro 4), demonstrando ampla gama de potenciais 

biotecnológicos a serem explorados. 

Havendo compartilhamento ou não de espécies dematiáceas entre as amostras 

coletadas, houve uma diversidade notável de táxons melanizados em todas as amostras. A 

classificação de fungos Chaetothyriales foi verificada majoritariamente na família 

Herpotrichiellaceae, conhecida e bem estudada por abrigar representantes de importantes 

infecções fúngicas. 

Alguns gêneros encontrados em ordens de Chaetothyriales e Pleosporales, 

permanecem numa posição taxonômica incerta (incertae sedis), não tendo sido alocados em 

qualquer família existente da ordem. A respeito do gênero Exophiala, conhecido e estabelecido 

representante da família Herpotrichiellaceae, novas espécies foram recém-descobertas (SUN 

et al., 2020; CROUS et al., 2020). O gênero Minimelanolocus foi inserido na ordem 

Chaetothyriales recentemente (LIU et al., 2015), e estudos recentes têm compilado mais dados 

de sequências, que podem ajudar a esclarecer as relações filogenéticas entre esse gênero e 

Thysanorea, os quais são intimamente relacionados, buscando-se conhecer o status filogenético 

dos grupos (WANG et al., 2019). Novas espécies de Minimelanolocus vêm sendo descobertas 

(WAN et al., 2021), indicando que conhecemos muito menos do que imaginamos acerca da 

ordem Chaetothyriales e que há demanda para estudos taxonômicos e filogenéticos mais 

aprofundados acerca dos dematiáceos como um todo. 

Os resultados encontrados ao longo deste trabalho revelaram que táxons de 

Chaetothyriales que já foram relatados como patogênicos, como Cyphellophora europaea, 

Cyphellophora fusarioides, Cyphellophora suttonii, Exophiala bergeri e Exophiala cancerae, 

também podem ser encontrados em fontes ambientais, como córtex vegetal e solo rizosférico 

de eucaliptos e bambus. 

Dos 23 genomas principais de oportunistas humanos e espécies ambientais 

(TEIXEIRA et al., 2017) a técnica de metataxonomia aplicada nesse trabalho revelou a espécie 
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Exophiala xenobiotica, e gêneros de importantes espécies como Rhinocladiella sp., Exophiala 

sp., Phialophora sp. e Cladophialophora sp. 

Neste trabalho a espécie Exophiala cancerae foi encontrada através da metataxonomia 

numa amostra de solo rizosférico de eucalipto (ET29R). O táxon possui reconhecida 

importância clínica como agente etiológico da doença do caranguejo letárgico, veiculada pela 

água (DE HOOG et al., 2011). Tal doença afeta caranguejos que servem como importantes 

fontes de alimento  para algumas populações humanas, além de também acometer humanos 

através de infecções na pele e unhas (HURST, 2019). 

Em estudo prévio realizado por De Fátima Costa et al (2020), baseado em busca in 

silico em bancos de dados metataxonômicos utilizando a região ITS, a espécie também foi 

encontrada em rizosfera e raíz de milho e em cana-de-açúcar. 

Tais resultados somados aos deste trabalho reforçam que o agente não é seletivo para 

animais ectotérmicos, indicando uma ocorrência ambiental mais ampla. Sendo assim, possível 

atribuir a especificidade de E. cancerea patogênica à determinadas linhagens, mas não à 

espécie. Esses resultados mostram a importância de levantamentos de isolados e informações 

associadas a fim de compreender o habitat, ecologia, patogenicidade e oportunismo desses 

seres. 

A espécie de importância médica Emmonsiellopsis coraliformis (Quadro 5) foi 

encontrada em todas as amostras de solo rizosférico de eucalipto. É um fungo dimórfico da 

família Ajellomycetaceae, considerado sapróbio, encontrado em solo e sedimentos, porém deve 

ser tratado com cautela, considerando seu potencial para causar infecções sistêmicas graves 

(MARIN-FELIX et al., 2015). 

Microrganismos agentes de patogenicidade oportunista compõem um fator de alta 

relevância para os estudos de diversidade e funcionamento das comunidades fúngicas. Algumas 

espécies de fungos estão associadas a doenças sistêmicas, subcutâneas,  cutâneas, superficiais 

ou oportunistas (DE HOOG et al., 2009). As infecções fúngicas sistêmicas são profundas, 

podendo afetar vários tecidos e órgãos, e geralmente são causadas pela inalação de esporos 

suspensos dos fungos que vivem no solo, iniciando no pulmão e se difundindo aos outros 

tecidos do organismo. Levando em consideração fatores agravantes como pandemias virais, a 

imunodepressão ocasionada pela infecção de determinados vírus e medicamentos utilizados 

no tratamento podem facilitar infecções fúngicas.  

A atual pandemia de coronavírus (COVID-19), doença causada pelo novo coronavírus 

(SARS-CoV-2), teve início em dezembro de 2019 na China e dizimou mais de um milhão de 

vidas em todo o mundo. Em seu estágio grave, é tratada com glicocorticóides sistêmicos, 
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medicamentos comprovadamente benéficos e importantes, reduzindo a mortalidade em 

pacientes hipoxêmicos com COVID-19 (GARG et al., 2021; STERNE et al., 2020). 

Os glicocorticóides, bem como a desregulação do sistema imunológico causado pela 

COVID-19 podem aumentar o risco de infecções secundárias (GARG et al., 2021). 

Aspergiloses (principalmente causadas por Aspergillus fumigatus) (ARASTEHFAR et al., 

2020) são as mais comumente detectadas e mucormicoses são mais raras, porém severas 

(BLAIZE et al., 2020). São causadas principalmente pelos gêneros Rhizopus, Mucor e 

Rhizomucor (ZURL et al., 2021; NICOLÁS et al., 2020). 

Neste trabalho foram encontrados táxons pertencentes aos gêneros mencionados acima 

através da metataxonomia, como por exemplo Rhizopus microsporus, que foi revelado nas 

amostras de solo rizosférico de eucalipto do talhão 4a (ET4aR) e tem sido reportado 

recentemente em pacientes com COVID-19 (ZURL et al., 2021). Apesar desses fungos  estarem 

dispersos naturalmente no ambiente, locais com pessoas em vulnerabilidade socioeconômica, 

com baixo acesso a saneamento básico e/ou imunodeprimidas são fatores  que podem abrir 

as portas para infecções fúngicas oportunistas. 

As espécies de fungos acessíveis e facilmente cultiváveis foram alvos de 

pesquisadores no decorrer da história da micologia, criando grandes lacunas e distorções em 

nossas árvores filogenéticas devido à amostragem incompleta do grupo (DE HOOG, 2014). 

Entretanto, os fungos são diversos e ubíquos, presentes em ambientes incluindo hostis, sendo 

muito provável que ainda haja muita diversidade genética a ser explorada, principalmente 

levando em consideração o fato de que o início do sequenciamento dos táxons é recente. 

 Isolar Chaetothyriales do ambiente depende de métodos específicos devido à sua 

natureza oligotrófica e baixa capacidade competitiva (GUEIDAN et al., 2014). Hidrocarbonetos 

aromáticos voláteis são usados como substrato seletivo em função de sua  preferência por essas 

moléculas. Técnicas de isolamento como a flotação em óleo mineral (SATOW et al., 2008) e o 

enriquecimento atmosférico com hidrocarbonetos (ZHAO et al., 2010) costumam ser muito 

eficientes. Neste trabalho, a técnica de flotação em óleo mineral proporcionou o isolamento de 

69 fungos dematiáceos. 

O estudo de fungos dematiáceos requer a descrição acurada de informações 

fenotípicas, genotípicas, químicas e filogenéticas, constituindo uma abordagem polifásica da 

taxonomia (AMETRANO; MUGGIA; GRUBE, 2019; MUGGIA et al., 2021), levando à 

compreensão de linhagens filogeneticamente relacionadas. Isso já foi constatado para o fungo 

Aureobasidium pullulans, membro da ordem Dothideales. 

Os isolados obtidos através do método dependente de cultivo mostraram que na 
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amostra de córtex vegetal de bambu da área 2 (BA2C) a diversidade de fungos dematiáceos 

foi a maior (50 isolados), em comparação com outras amostras isoladas, de solos rizosféricos 

de eucalipto (ET58R= 12 isolados, ET29R= 6 isolados e ET4aR=1 isolado). Apesar da  referida 

amostra ter uma considerável porcentagem de Chaetothyriales (2,99%) e ter apresentado o 

maior número de isolados dematiáceos, foi possível verificar que um número significativo de 

isolados dematiáceos pertencem ao gênero Cladosporium spp. Representantes do gênero estão 

entre os fungos mais comuns em todo o mundo, sendo isolados de quase qualquer fonte 

ambiental e localização geográfica (BENSCH; BRAUN; CROUS, 2012), sendo assim, 

esperada a frequência de isolamento de táxons do grupo neste projeto. Para uma identificação 

específica, serão necessárias amplificações de outras regiões marcadoras, além da ITS. 

Relativo à ordem Chaetothyriales, a partir dos sequenciamentos realizados foi possível 

detectar uma frequência menor de isolamento do grupo. Cyphellophora musae, considerado um 

fitopatógeno (GAO et al., 2015) e Exophiala pisciphila foram as espécies detectadas. E. 

pisciphila foi relatada na literatura com uma ampla gama de importâncias e aplicações (Quadro 

3), sendo na produção de antibiótico, atuando no crescimento vegetal do milho sob influência 

de metais pesados, sugerindo uma estratégia potencial eficiente para planta sobreviver em 

ambientes estressantes, além de causar cromoblastomicose humana e infecção em peixes. 

Apenas 6 isolados dematiáceos (os quais ainda não foram sequenciados e 

identificados) foram recuperados da amostra que apresentou maior porcentagem de 

Chaetothyriales pela metataxonomia, proveniente de solo rizosférico de eucalipto (ET29R), 

demonstrando que é limitado utilizar apenas a técnica dependente de cultivo para o estudo de 

diversidade desse grupo. Apesar do método seletivo ter buscado favorecer esses 

microrganismos, eles possuem baixa competitividade em meio de cultura artificial, sendo 

necessários métodos complementares, como o de enriquecimento, para registro de suas 

ocorrências. 

Para o gênero Cladosporium detectado através do isolamento dependente de cultivo 

nas amostras BA2C e ET58R, a metataxonomia detectou respectivamente as porcentagens de 

3,10% e 8,32%. Um método confirmou o outro. Já para os táxons Exophiala pisciphila e 

Cyphellophora musae, não foi possível a detecção através da metataxonomia e pelo método 

dependente de cultivo sim, indicando que um método complementou o outro. Tal constatação 

indica que o uso combinado de técnicas dependentes e independentes de cultivo para o estudo 

de dematiáceos é indispensável. No presente estudo a combinação das referidas ferramentas 

proporcionou não só confirmação, mas complementação de dados. 

Considerando os isolados que foram sequenciados até então, as amostras apresentaram 
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majoritariamente linhagens de Cladosporium para fungos dematiáceos, e Exophiala pisciphila 

para Chaetothyriales. A identificação específica de linhagens Cladosporiales deverá ser 

realizada, a partir de outros marcadores moleculares. É possível que mais gêneros e/ou espécies 

sejam revelados, a partir do sequenciamento dos demais isolados que ainda não passaram por 

essa etapa. A busca pela identificação das espécies continuará, e será incluída nos artigos a 

serem publicados. 

A partir da determinação do teor de umidade das amostras foi possível verificar que 

os maiores teores de umidade foram de córtex vegetal. As células vegetais que compõem o 

tecido das plantas possuem bastante água, possuindo vacúolo para armazenamento. Em células 

vegetais a porcentagem de água pode variar de 80 a 95% (SALAMONI, 2008). Também foi 

possível constatar que a concentração de água nas amostras não foi um fator determinante para 

o isolamento de dematiáceos. Sendo um grupo oligotrófico, é justificável que não 

necessariamente um maior volume de umidade esteja atrelado a maior diversidade de fungos 

melanizados. 

Apesar da utilização do antimicótico cicloheximida (comumente utilizado no 

isolamento de dermatófitos), que atua como inibidor de síntese de proteínas (GOTTHARD et 

al., 2020) limitando o crescimento de fungos sapróbios e alguns patogênicos como Aspergillus 

fumigatus, Candida albicans e Cryptococcus spp. (SAMANTA, 2015), o gênero 

Purpureocillium spp. apareceu com alta frequência em todas as amostras estudadas. Este é 

normalmente encontrado em solo, humanos, animais, plantas, nematóides e ovos de 

nematóides, e os isolados aqui obtidos se mostraram resistentes a uma concentração de 500 

μg/mL de cicloheximida Purpureocillium lilacinum é a espécie tipo do gênero, ocupando 

reconhecidas aplicações no controle de pragas de nematóides (KHAN et al., 2006) e 

importância clínica, já que pode estar envolvido em doenças humanas e em animais, como a 

hialohifomicose (SAFDAR, 2002). A filogenia dessa espécie mostra grande semelhança entre 

isolados clínicos e ambientais, demonstrando que é difícil separar isolados de P. lilacinum 

patogênicos de isolados ambientais (MOREIRA; OLIVEIRA; BORBA, 2018). Este fator 

evidencia a importância de estudos taxonômicos e ecológicos que contemplem esses táxons. 

Além da espécie tipo, o gênero conta com outras espécies, como exemplo o fungo P. 

sodanum, que foi recentemente reconhecido como uma nova espécie, próxima ao P. lilacinum, 

com base nas análises da sequência de DNA (LI et al., 2016). 

Devido à frequência e persistência significativas do gênero ao longo dos isolamentos deste 

trabalho, alguns isolados provenientes das amostras foram repicados, purificados e 

preservados e considerando a reconhecida aplicação para bioeconomia do gênero, foram 
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depositados no acervo de fungos do laboratório para identificação acurada e desenvolvimento 

de futuros projetos. 

As aplicações de Chaetothyriales na biotecnologia e bioeconomia são extensas nos 

mais diversos ramos. Doenças causadas por fungos da ordem Chaetothyriales variam de 

infecções cutâneas leves a cerebrais fatais ou disseminadas, afetando humanos e animais em 

todo o mundo. 

Tendo em vista a ocorrência de fungos ambientais com potencial oportunista, 

inclusive em amostras deste trabalho, coloca-se em evidência a importância de estudos que 

aprofundem os conhecimentos científicos acerca de fungos, como sobre a diversidade, 

identificação e perfis de resistência antimicótica. 
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7  CONCLUSÕES 

 

Fungos do filo Ascomycota aparecem de forma preponderante nas amostras 

ambientais estudadas da Floresta Estadual “Edmundo Navarro de Andrade”.  

Amostras de solo rizosférico e córtex vegetal de eucaliptos e bambus apresentam,  pela 

análise metataxonômica, sequências de fungos sapróbios ambientais, espécies de importância 

para bioeconomia e área médica.  

O ambiente amostrado constitui um abundante reservatório de Chaetothyriales e outros 

dematiáceos, particularmente nas amostras de solo rizosférico do tipo Argissolo Vermelho 

Eutrófico. A região do talhão 29 de eucalipto é a que se destaca.  

A ferramenta molecular utilizada, dentro do objetivo proposto, é adequada para 

nortear técnicas de isolamento seletivas. A construção de bibliotecas metataxonômicas por 

DNAs ambientais, como a realizada ao longo deste trabalho, compõe uma fonte de sequências 

importantes para a taxonomia de grupos fúngicos. Além disso, métodos independente e 

dependente de cultivo são complementares e o uso combinado das técnicas proporciona 

importantes dados para o estudo de fungos dematiáceos. 

É possível que sejam descritas espécies de dematiáceos ainda desconhecidas pela 

ciência, em decorrência da ausência de informações sobre o grupo e sequenciamento para 

identificação molecular em andamento. 

A família Herpotrichiellaceae encontra-se bem representada nas amostras ET29R, 

ET91R e ET4aR. A família Cyphellophoraceae é bem representada em áreas de bambu, 

precisamente nas amostras BA1R e BA2C. 

O presente trabalho corrobora com relatos anteriores sobre a presença do táxon 

dematiáceo conhecido como agente causador da doença do caranguejo letárgico, Exophiala 

cancerae, em fontes ambientais 

 Conclui-se, finalmente,  que deve haver uma constante e profunda investigação acerca 

da diversidade de fungos em ambientes naturais. Em função do levantamento de espécies 

oportunistas em eucaliptos e bambus da FEENA, propõe-se a elaboração de uma cartilha 

informativa para visitação na  unidade. A Floresta representa uma área de recursos genéticos 

importantes, o que reforça sua importância para pesquisa, conservação e prospecção. 
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ANEXO II 
 

## selecione o diretorio com a funcao 'setwd' 

 

setwd("C:/Users/Bruno Lustosa/Desktop/Metagenoma_Duda/analise_anterior_Duda/old_results") 

 

### baixe as bibliotecas que precisa 

 

if (!requireNamespace("BiocManager", quietly = TRUE)) 

  install.packages("BiocManager") 

 

if (!requireNamespace("devtools", quietly = TRUE)){install.packages("devtools")} 

 

devtools::install_github("jbisanz/qiime2R") 

BiocManager::install("phyloseq", force = T) 

BiocManager::install("dplyr", force = T) 

BiocManager::install("tidyverse", force = T) 

 

install.packages("gplots") 

install.packages("permute") 

install.packages("RColorBrewer") 

install.packages("picante") 

install.packages("tidyr") 

 

devtools::install_github("adw96/breakaway") 

devtools::install_github(repo = "UVic-omics/selbal") 

BiocManager::install("Heatplus") 

BiocManager::install("microbiome") 

BiocManager::install("DESeq2") 

BiocManager::install("ALDEx2") 

BiocManager::install("metagenomeSeq") 

BiocManager::install("HMP") 

BiocManager::install("dendextend") 

BiocManager::install("selbal") 

BiocManager::install("rms") 

BiocManager::install("breakaway") 

 

### chame as biblioteca 

 

library(qiime2R) 

library(phyloseq) 

library(dplyr) 

library(tidyverse) 

library(ggplot2) 

library(gplots) 

library(ape) 

library(permute) 

library(lattice) 

library(vegan) 

library(Heatplus) 

 

library(BiocManager) 

library(BiocVersion) 

library(Biobase) 

library(biomformat) 

library(devtools) 

 

library(picante) 

library(microbiome) 

library(DESeq2) 
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library(ALDEx2) 

library(metagenomeSeq) 

library(HMP) 

library(dendextend) 

library(selbal) 

library(rms) 

library(breakaway) 

 

 

# 1 - ler arquivo table.qza 

 

ITS_SP<-read_qza("Results/table.qza") 

ITS_SP$data 

 

 

### confirme que deu certo  

names(ITS_SP) 

ITS_SP$data[1:5,1:5] # primeiros 5 nomes 

 

ITS_SP$uuid 

ITS_SP$type 

ITS_SP$contents 

print_provenance(ITS_SP) 

 

#2 ler arquivo metadata.tsv 

 

metadata<-read_q2metadata("metadata_SP.tsv") 

 

# confirme que deu certo, a classe do arquivo deve ser data.frame 

 

head(metadata) 

class(metadata) 

 

# tabela 

 

metadata[,1]->sampleID 

metadata[,2]->Descriptor 

metadata[,3]->sample_type 

metadata[,4]->vegetal 

metadata[,5]->setor 

metadata[,6]->soil_type 

metadata[,7]->soil_texture 

metadata[,8]->soil_fertility 

metadata[,9]->day 

metadata[,10]->month 

metadata[,11]->year 

metadata[,12]->mixed_planting 

metadata[,13]->water_drainage_proximity 

metadata[,14]->periurbano 

metadata[,15]->interface_with_road 

metadata[,16]->rock_outcrop_interface 

metadata[,17]->conflicting_use_zone 

metadata[,18]->sugar_cane 

metadata[,19]->apiary  

metadata[,20]->sewage_pipeline 

metadata[,21]->proximity_to_the_lake  

metadata[,22]->conservation  

metadata[,23]->recovery  

metadata[,24]->historical_cultural  

metadata[,25]->forest_management  
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metadata[,26]->thinnin_trees 

metadata[,27]->public_use  

metadata[,28]->APP 

metadata[,29]->proximity_to_Prema 

metadata[,30]->proximity_to_the_Arboretum 

metadata[,31]->giant_bamboo_in_the_surroundings 

metadata[,32]->deactivated_water_treatment_plant 

metadata[,33]->drainage_area_of_the_lakes_watercours 

metadata[,34]->proximity_to_radio_tower 

metadata[,35]->native_forest 

metadata[,36]->Santo_Antonio_River 

metadata[,37]->imperial_bamboo 

 

 

#3 ler arquivo taxonomy .qza 

 

taxonomy<-read_qza("Results/taxonomy.qza") 

head(taxonomy$data) 

 

 

taxonomy.ti<-parse_taxonomy(taxonomy$data) 

head(taxonomy.ti) 

taxonomy.ti$Family 

 

#crie o file phyloseq 

 

physeq<-qza_to_phyloseq(features = "Results/table.qza",  

                        tree = "Results/rooted-tree.qza", 

                        "Results/taxonomy.qza",  

                        metadata = "metadata_SP.tsv") 

 

 

class(physeq) 

help("qza_to_phyloseq") 

 

# phyloseq-class experiment-level object 

# otu_table()   OTU Table:         [ 3104 taxa and 12 samples ] 

# sample_data() Sample Data:       [ 12 samples by 35 sample variables ] 

# tax_table()   Taxonomy Table:    [ 3104 taxa by 7 taxonomic ranks ] 

# phy_tree()    Phylogenetic Tree: [ 3104 tips and 3097 internal nodes ] 

 

##crias figuras com alfa diversidade 

 

library(tidyverse) 

library(qiime2R) 

 

metadata<-read_q2metadata("metadata_SP.tsv") 

shannon<-read_qza("core-metrics-results/shannon_vector.qza") 

 

shannon<-shannon$data %>% rownames_to_column("SampleID") # this moves the sample names to a new 

column that matches the metadata and allows them to be merged 

 

## verfique se todas as amostras tem alfa diversidade 

 

gplots::venn(list(metadata=metadata$SampleID, shannon=shannon$SampleID)) 

 

## se alguma amostra se perdeu vamos removela da analise 

 

metadata<- 

  metadata %>%  
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  left_join(shannon) 

head(metadata) 

metadata[,38]->shanon_ya 

 

### veja que adicionamos na nossa metadata o vaor de shannon 

 

metadata %>% 

  filter(!is.na(shannon)) %>% 

  ggplot(aes(x=metadata$month, y=metadata$shannon_entropy, color=metadata$soil_type)) + 

  stat_summary(geom="errorbar", fun.data=mean_se, width=0) + 

  stat_summary(geom="line", fun.data=mean_se) + 

  stat_summary(geom="point", fun.data=mean_se) + 

  xlab("Days") + 

  ylab("Shannon Diversity") + 

  theme_q2r() + # try other themes like theme_bw() or theme_classic() 

  scale_color_viridis_d(name="Soil Type") # use different color scale which is color blind friendly 

 

########### foi o grafico assim 

 

metadata %>% 

  filter(!is.na(shannon)) %>% 

  ggplot(aes(x=soil_type, y=shanon_ya, fill=soil_type)) + 

  stat_summary(geom="bar", fun.data=mean_se, color="black") + #here black is the outline for the bars 

  geom_jitter(shape=21, width=0.2, height=0) + 

  coord_cartesian(ylim=c(2,7)) + # adjust y-axis 

  facet_grid(~`setor`) + # create a panel for each body site 

  xlab("month") + 

  ylab("Shannon Diversity") + 

  theme_q2r() + 

  scale_fill_manual(values=c("cornflowerblue","indianred")) + #specify custom colors 

  theme(legend.position="none") #remove the legend as it isn't needed 

 

##### outro tipo de analise 

 

######## Plotting PCoA 

 

library(tidyverse) 

library(qiime2R) 

library(ggplot2) 

 

metadata<-read_q2metadata("metadata_SP.tsv") 

uwunifrac<-read_qza("core-metrics-results/unweighted_unifrac_pcoa_results.qza") 

shannon<-read_qza("core-metrics-results/shannon_vector.qza")$data %>% rownames_to_column("SampleID")  

PCoA_analysis<-uwunifrac$data$Vectors %>% select(SampleID, PC1, PC2) %>%  

  left_join(metadata) %>% left_join(shannon) 

 

 

head(PCoA_analysis) 

class(PCoA_analysis) 

 

PCoA_analysis[,2]->PC1 

PCoA_analysis[,3]->PC2 

PCoA_analysis[,4]->Descriptor 

PCoA_analysis[,5]->sample_type 

PCoA_analysis[,6]->vegetal 

PCoA_analysis[,7]->setor 

PCoA_analysis[,8]->soil_type 

PCoA_analysis[,9]->soil_texture 

PCoA_analysis[,10]->soil_fertility 

PCoA_analysis[,40]->shannon_entropy 
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plot(PC1, PC2) 

PCoA<-PC1*PC2 

plot(PCoA) 

shapiro.test(PCoA) 

help("ggplot") 

 

##analise eestatistica shannon 

analise1<-aov(lm(shannon_entropy~sample_type)) 

analise2<-aov(lm(shannon_entropy~vegetal)) 

analise3<-aov(lm(shannon_entropy~soil_type)) 

analise4<-aov(lm(shannon_entropy~soil_texture)) 

analise5<-aov(lm(shannon_entropy~soil_fertility)) 

anova(analise5) 

#shannon vs soil_texture = 0,0344 

#shannon vs soil_fertility = 0,09153 

 

# teste de Tukey 

TukeyHSD(aov(lm(shannon_entropy~soil_texture))) # diferenÃ§a entre textura arenosa e argilosa e significatica 

(p=0,0302) 

TukeyHSD(aov(lm(shannon_entropy~soil_fertility))) # diferenÃ§a entre shannon para fertilidade e (p=0,09) 

com mais diversidade na alta fertilidade 

 

 

##analise eestatistica PCoA 

analise1.1<-aov(lm(PCoA~sample_type)) 

analise2.1<-aov(lm(PCoA~vegetal)) 

analise3.1<-aov(lm(PCoA~soil_type)) 

analise4.1<-aov(lm(PCoA~soil_texture)) 

analise5.1<-aov(lm(PCoA~soil_fertility)) 

anova(analise1.1) 

# PCoA vs sample_type = 0,04849 

 

 

s_type<- PCoA_analysis %>% 

  ggplot(aes(x=PC1, y=PC2, color=soil_type, size=shannon_entropy)) + 

  geom_point(alpha=0.5) + #alpha controls transparency and helps when points are overlapping 

  theme_q2r() + 

  scale_size_continuous(name="Shannon Diversity") + 

  scale_color_discrete(name="Soil Type") 

 

samp_typ<- PCoA_analysis %>% 

  ggplot(aes(x=PC1, y=PC2, color=sample_type, size=shannon_entropy)) + 

  geom_point(alpha=0.5) + #alpha controls transparency and helps when points are overlapping 

  theme_q2r() + 

  scale_size_continuous(name="Shannon Diversity") + 

  scale_color_discrete(name="Sample Type") 

 

vage<- PCoA_analysis %>% 

  ggplot(aes(x=PC1, y=PC2, color=vegetal, size=shannon_entropy)) + 

  geom_point(alpha=0.5) + #alpha controls transparency and helps when points are overlapping 

  theme_q2r() + 

  scale_size_continuous(name="Shannon Diversity") + 

  scale_color_discrete(name="Vegetable") 

 

sec<- PCoA_analysis %>% 

  ggplot(aes(x=PC1, y=PC2, color=setor, size=shannon_entropy)) + 

  geom_point(alpha=0.5) + #alpha controls transparency and helps when points are overlapping 

  theme_q2r() + 

  scale_size_continuous(name="Shannon Diversity") + 
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  scale_color_discrete(name="sector") 

 

textura<- PCoA_analysis %>% 

  ggplot(aes(x=PC1, y=PC2, color=soil_texture, size=shannon_entropy)) + 

  geom_point(alpha=0.5) + #alpha controls transparency and helps when points are overlapping 

  theme_q2r() + 

  scale_size_continuous(name="Shannon Diversity") + 

  scale_color_discrete(name="Soil Texture") 

 

fertili<- PCoA_analysis %>% 

  ggplot(aes(x=PC1, y=PC2, color=soil_fertility, size=shannon_entropy)) + 

  geom_point(alpha=0.5) + #alpha controls transparency and helps when points are overlapping 

  theme_q2r() + 

  scale_size_continuous(name="Shannon Diversity") + 

  scale_color_discrete(name="Soil Fertility") 

 

################################################################## 

############### consegui ######################################## 

################################################################### 

 

##Here we will agglomerate the reads to the phylum-level using phyloseq  

#####and plot the relative abundance by Status. 

 

physeq<-qza_to_phyloseq(features = "Results/table.qza",  

                        tree = "Results/rooted-tree.qza", 

                        "Results/taxonomy.qza",  

                        metadata = "metadata_SP.tsv") 

 

table(phyloseq::tax_table(physeq)[, "Family"]) 

saveRDS(physeq, "my-phyloseq-lab.RDS") # salar o arquivo num arquivo tipo R 

 

#Aphelidiomycota        Ascomycota     Basidiomycota   Chytridiomycota  

#1              1256               666                25  

#Entorrhizomycota     Glomeromycota   Kickxellomycota Mortierellomycota  

#2                39                13                51  

#Mucoromycota     Rozellomycota      unidentified  

#78                46               243  

 

ps_rel_abund = phyloseq::transform_sample_counts(physeq, function(x){x / sum(x)}) 

phyloseq::otu_table(physeq)[1:5, 1:5] # visualize numeros brutos 

phyloseq::otu_table(ps_rel_abund)[1:5, 1:5] #visualize numeros em porcentagem 

 

 

#Plot as mesmas variedades d cima 

phyloseq::plot_bar(ps_rel_abund, fill = "Phylum") + 

  geom_bar(aes(color = Phylum, fill = Phylum), stat = "identity", position = "stack") + 

  labs(x = "", y = "Relative Abundance\n") + 

  facet_wrap(~soil_texture, scales = "free") + 

  theme(panel.background = element_blank(), 

        axis.text.x=element_blank(), 

        axis.ticks.x=element_blank()) 

 

phyloseq::plot_bar(ps_rel_abund, fill = "Phylum") + 

  geom_bar(aes(color = Phylum, fill = Phylum), stat = "identity", position = "stack") + 

  labs(x = "", y = "Relative Abundance\n") + 

  facet_wrap(~soil_type, scales = "free") + 

  theme(panel.background = element_blank(), 

        axis.text.x=element_blank(), 

        axis.ticks.x=element_blank()) 
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phyloseq::plot_bar(ps_rel_abund, fill = "Phylum") + 

  geom_bar(aes(color = Phylum, fill = Phylum), stat = "identity", position = "stack") + 

  labs(x = "", y = "Relative Abundance\n") + 

  facet_wrap(~soil_fertility, scales = "free") + 

  theme(panel.background = element_blank(), 

        axis.text.x=element_blank(), 

        axis.ticks.x=element_blank()) 

 

phyloseq::plot_bar(ps_rel_abund, fill = "Phylum") + 

  geom_bar(aes(color = Phylum, fill = Phylum), stat = "identity", position = "stack") + 

  labs(x = "", y = "Relative Abundance\n") + 

  facet_wrap(~vegetal, scales = "free") + 

  theme(panel.background = element_blank(), 

        axis.text.x=element_blank(), 

        axis.ticks.x=element_blank()) 

 

phyloseq::plot_bar(ps_rel_abund, fill = "Phylum") + 

  geom_bar(aes(color = Phylum, fill = Phylum), stat = "identity", position = "stack") + 

  labs(x = "", y = "Relative Abundance\n") + 

  facet_wrap(~setor, scales = "free") + 

  theme(panel.background = element_blank(), 

        axis.text.x=element_blank(), 

        axis.ticks.x=element_blank()) 

 

phyloseq::plot_bar(ps_rel_abund, fill = "Family") + 

  geom_bar(aes(color = Phylum, fill = Phylum), stat = "identity", position = "stack") + 

  labs(x = "", y = "Relative Abundance\n") + 

  facet_wrap(~sample_type, scales = "free") + 

  theme(panel.background = element_blank(), 

        axis.text.x=element_blank(), 

        axis.ticks.x=element_blank()) 

 

###Bray-Curtis dissimilarity for all samples 

 

#Extract OTU table and compute BC 

ps_rel_otu <- data.frame(phyloseq::otu_table(ps_rel_abund)) 

ps_rel_otu <- t(ps_rel_otu) 

bc_dist <- vegan::vegdist(ps_rel_otu, method = "bray") 

as.matrix(bc_dist)[1:5, 1:5] 

 

#Save as dendrogram 

ward <- as.dendrogram(hclust(bc_dist, method = "ward.D2")) 

 

#Provide color codes 

met <- data.frame(phyloseq::sample_data(ps_rel_abund)) 

colorCode <- c(`Cortex` = "red", `Rhizosphere` = "blue") 

labels_colors(ward) <- colorCode[meta$vegetal][order.dendrogram(ward)] 

#Plot 

plot(ward) 

 

################### 

#creting a tree 

 

results<-read_qza("differentials.qza")$data 

 

results<-results %>% mutate(Significant=if_else(we.eBH<0.1,"*", "")) 

 

 

########################## Aldex2 
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aldex2_da <- ALDEx2::aldex(data.frame(phyloseq::otu_table(physeq)),  

                           phyloseq::sample_data(physeq)$Status, test="t", effect = TRUE, denom="iqlr") 

 

####################### phylotree 

 

 

#plotar o resumo das riquezas do nosso phyloseq 

plot_richness(physeq, color = "sample_type") 

plot_richness(physeq, color = "soil_type") 

plot_richness(physeq, color = "soil_texture") 

plot_richness(physeq, color = "vegetal") 

plot_richness(physeq, color = "setor") 

plot_richness(physeq, color = "soil_fertility") 

 

#venn diagram 

 

install.packages("VennDiagram") 

library(VennDiagram) 

 

############# analise que nao fiz 

wUF.ordu <- ordinate(physeq, method="NMDS", distance="unifrac", weighted=TRUE) 

plot(wUF.ordu, type="n", main="Weighted UniFrac") 

points(wUF.ordu, pch=20, display="sites", col=c("blue", "green", "red")[metadata$sample_type]) 

legend(0.3,0.15, legend=c("2w","8w","1yr"), col=c("green","red","blue"), pch=20) 

 

################################################################################ 

################geramos imagens por grupo taxonomico############################ 

################################################################################ 

 

###### trabalhando a nÃ­vel de Chaetothyriales 

 

#### isolamos da amostra os Chaetothyriales 

Chaeto<-subset_taxa(physeq, Order=="Chaetothyriales") 

Chaeto_rel_abund = phyloseq::transform_sample_counts(Herpo, function(x){x / sum(x)}) 

########## a partir daqui eu gero uma img pra cada analise 

 

#filtrado os nao identificados a nivel de Ordem 

Chaeto_wit_uni_ord <- subset_taxa(Chaeto, !is.na(Order) & !Order %in% c("", "unidentified")) 

Chaeto_o_fami_abun = phyloseq::transform_sample_counts(Chaeto_wit_uni_ord, function(x){x / sum(x)}) 

 

## geramos as imagens a nÃ­verl de ordem 

 

#plot "Description" 

 

plot_tree(Chaeto_o_fami_abun, color="Description", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_o_fami_abun, color="Description", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "Description", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "Description", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "Description", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="Description", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="Description", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="Description", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 
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#plot "sample_type" 

 

plot_tree(Chaeto_o_fami_abun, color="sample_type", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_o_fami_abun, color="sample_type", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "sample_type", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "sample_type", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "sample_type", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="sample_type", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="sample_type", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="sample_type", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "soil_type" 

 

plot_tree(Chaeto_o_fami_abun, color="soil_type", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_o_fami_abun, color="soil_type", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "soil_type", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "soil_type", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "soil_type", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_type", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_type", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_type", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "soil_texture" 

 

plot_tree(Chaeto_o_fami_abun, color="soil_texture", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_o_fami_abun, color="soil_texture", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "soil_texture", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "soil_texture", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "soil_texture", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_texture", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_texture", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_texture", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "vegetal" 

 

plot_tree(Chaeto_o_fami_abun, color="vegetal", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_o_fami_abun, color="vegetal", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "vegetal", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "vegetal", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "vegetal", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="vegetal", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  
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             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="vegetal", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="vegetal", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "setor" 

 

plot_tree(Chaeto_o_fami_abun, color="setor", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_o_fami_abun, color="setor", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "setor", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "setor", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "setor", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="setor", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="setor", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="setor", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "soil_fertility" 

 

plot_tree(Chaeto_o_fami_abun, color="soil_fertility", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_o_fami_abun, color="soil_fertility", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "soil_fertility", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "soil_fertility", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_o_fami_abun, "soil_fertility", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_fertility", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "soil_fertility", distance="bray",  

             sample.label="soil_fertility", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_o_fami_abun, "soil_fertility", distance="bray",  

             sample.label="vegetal", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

 

## geramos as imagens a nÃ­vel de familia 

 

#filtrado os nao identificados a nivel de familia 

Chaeto_wit_uni_fam <- subset_taxa(Chaeto, !is.na(Family) & !Family %in% c("", "unidentified")) 

Chaeto_f_fami_abun = phyloseq::transform_sample_counts(Chaeto_wit_uni_fam, function(x){x / sum(x)}) 

 

#plot "Description" 

 

plot_tree(Chaeto_f_fami_abun, color="Description", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_f_fami_abun, color="Description", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "Description", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "Description", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "Description", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="Description", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  
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             sample.label="Description", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="Description", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "sample_type" 

 

plot_tree(Chaeto_f_fami_abun, color="sample_type", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_f_fami_abun, color="sample_type", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "sample_type", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "sample_type", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "sample_type", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="sample_type", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="sample_type", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="sample_type", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "soil_type" 

 

plot_tree(Chaeto_f_fami_abun, color="soil_type", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_f_fami_abun, color="soil_type", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "soil_type", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "soil_type", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "soil_type", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_type", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_type", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_type", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "soil_texture" 

 

plot_tree(Chaeto_f_fami_abun, color="soil_texture", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_f_fami_abun, color="soil_texture", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "soil_texture", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "soil_texture", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "soil_texture", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_texture", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_texture", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_texture", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "vegetal" 

 

plot_tree(Chaeto_f_fami_abun, color="vegetal", shape="Order", size="abundance") 
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plot_tree(Chaeto_f_fami_abun, color="vegetal", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "vegetal", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "vegetal", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "vegetal", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="vegetal", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="vegetal", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="vegetal", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "setor" 

 

plot_tree(Chaeto_f_fami_abun, color="setor", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_f_fami_abun, color="setor", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "setor", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "setor", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "setor", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="setor", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="setor", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="setor", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "soil_fertility" 

 

plot_tree(Chaeto_f_fami_abun, color="soil_fertility", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_f_fami_abun, color="soil_fertility", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "soil_fertility", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "soil_fertility", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_f_fami_abun, "soil_fertility", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_fertility", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_fertility", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_fertility", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

 

 

## geramos as imagens a nivel de genero 

 

#filtrado os nao identificados a nivel de gene 

Chaeto_wit_uni_gen <- subset_taxa(Chaeto, !is.na(Genus) & !Genus %in% c("", "unidentified")) 

Chaeto_g_filt_abun = phyloseq::transform_sample_counts(Chaeto_wit_uni_gen, function(x){x / sum(x)}) 

 

#plot "Description" 

 

plot_tree(Chaeto_g_filt_abun, color="Description", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_g_filt_abun, color="Description", shape="Family", size="abundance") 
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plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "Description", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "Description", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "Description", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="Description", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="Description", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="Description", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "sample_type" 

 

plot_tree(Chaeto_g_filt_abun, color="sample_type", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_g_filt_abun, color="sample_type", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "sample_type", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "sample_type", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "sample_type", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="sample_type", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="sample_type", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="sample_type", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "soil_type" 

 

plot_tree(Chaeto_g_filt_abun, color="soil_type", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_g_filt_abun, color="soil_type", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "soil_type", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "soil_type", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "soil_type", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_type", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_type", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_type", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "soil_texture" 

 

plot_tree(Chaeto_g_filt_abun, color="soil_texture", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_g_filt_abun, color="soil_texture", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "soil_texture", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "soil_texture", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "soil_texture", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_texture", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_texture", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 
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plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_texture", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "vegetal" 

 

plot_tree(Chaeto_g_filt_abun, color="vegetal", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_g_filt_abun, color="vegetal", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "vegetal", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "vegetal", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "vegetal", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="vegetal", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="vegetal", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="vegetal", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "setor" 

 

plot_tree(Chaeto_g_filt_abun, color="setor", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_g_filt_abun, color="setor", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "setor", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "setor", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "setor", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="setor", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="setor", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="setor", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "soil_fertility" 

 

plot_tree(Chaeto_g_filt_abun, color="soil_fertility", shape="Order", size="abundance") 

plot_tree(Chaeto_g_filt_abun, color="soil_fertility", shape="Family", size="abundance") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "soil_fertility", "Abundance", "Family", title="") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "soil_fertility", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Chaeto_g_filt_abun, "soil_fertility", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_fertility", taxa.label="Family", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_fertility", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Chaeto_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_fertility", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

###### trabalhando somente com Herpotrichiellaceae 

 

#isolamos Herpotrichiellaceae da amostra total 

Herpo<-subset_taxa(physeq, Family=="Herpotrichiellaceae") 

Herpo_rel_abund = phyloseq::transform_sample_counts(Herpo, function(x){x / sum(x)}) 
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#### geramos as imagens 

 

#filtrado a nivel de familia 

Herp_wit_uni_fam <- subset_taxa(Herpo, !is.na(Family) & !Family %in% c("", "unidentified")) 

Herpo_f_fami_abun = phyloseq::transform_sample_counts(Herp_wit_uni_fam, function(x){x / sum(x)}) 

 

#plot "Description" 

 

plot_tree(Herpo_f_fami_abun, color="Description", shape="Family", size="abundance") 

plot_tree(Herpo_f_fami_abun, color="Description", shape="Genus", size="abundance") 

plot_bar(Herpo_f_fami_abun, "Description", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Herpo_f_fami_abun, "Description", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Herpo_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="Description", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Herpo_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="Description", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "sample_type" 

 

plot_tree(Herpo_f_fami_abun, color="sample_type", shape="Family", size="abundance") 

plot_tree(Herpo_f_fami_abun, color="sample_type", shape="Genus", size="abundance") 

plot_bar(Herpo_f_fami_abun, "sample_type", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Herpo_f_fami_abun, "sample_type", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Herpo_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="sample_type", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Herpo_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="sample_type", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "soil_type" 

 

plot_tree(Herpo_f_fami_abun, color="soil_type", shape="Family", size="abundance") 

plot_tree(Herpo_f_fami_abun, color="soil_type", shape="Genus", size="abundance") 

plot_bar(Herpo_f_fami_abun, "soil_type", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Herpo_f_fami_abun, "soil_type", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Herpo_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_type", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Herpo_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_type", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

 

#plot "soil_texture" 

 

plot_tree(Herpo_f_fami_abun, color="soil_texture", shape="Family", size="abundance") 

plot_tree(Herpo_f_fami_abun, color="soil_texture", shape="Genus", size="abundance") 

plot_bar(Herpo_f_fami_abun, "soil_texture", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Herpo_f_fami_abun, "soil_texture", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Herpo_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_texture", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Herpo_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_texture", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 
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#plot "vegetal" 

 

plot_tree(Herpo_f_fami_abun, color="vegetal", shape="Family", size="abundance") 

plot_tree(Herpo_f_fami_abun, color="vegetal", shape="Genus", size="abundance") 

plot_bar(Herpo_f_fami_abun, "vegetal", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Herpo_f_fami_abun, "vegetal", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Herpo_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="vegetal", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Herpo_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="vegetal", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

 

#plot "setor" 

 

plot_tree(Herpo_f_fami_abun, color="setor", shape="Family", size="abundance") 

plot_tree(Herpo_f_fami_abun, color="setor", shape="Genus", size="abundance") 

plot_bar(Herpo_f_fami_abun, "setor", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Herpo_f_fami_abun, "setor", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Herpo_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="setor", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Herpo_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="setor", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "soil_fertility" 

 

plot_tree(Herpo_f_fami_abun, color="soil_fertility", shape="Family", size="abundance") 

plot_tree(Herpo_f_fami_abun, color="soil_fertility", shape="Genus", size="abundance") 

plot_bar(Herpo_f_fami_abun, "soil_fertility", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Herpo_f_fami_abun, "soil_fertility", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Herpo_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_fertility", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Herpo_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_fertility", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#### geramos as imagens a nÃ­verl de genero 

 

#filtrado os nao identificados a nivel de gene 

Herp_wit_uni <- subset_taxa(Herpo, !is.na(Genus) & !Genus %in% c("", "unidentified")) 

Herpo_g_filt_abun = phyloseq::transform_sample_counts(Herp_wit_uni, function(x){x / sum(x)}) 

 

#plot "Description" 

 

plot_tree(Herpo_g_filt_abun, color="Description", shape="Family", size="abundance") 

plot_tree(Herpo_g_filt_abun, color="Description", shape="Genus", size="abundance") 

plot_bar(Herpo_g_filt_abun, "Description", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Herpo_g_filt_abun, "Description", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Herpo_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="Description", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Herpo_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="Description", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "sample_type" 
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plot_tree(Herpo_g_filt_abun, color="sample_type", shape="Family", size="abundance") 

plot_tree(Herpo_g_filt_abun, color="sample_type", shape="Genus", size="abundance") 

plot_bar(Herpo_g_filt_abun, "sample_type", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Herpo_g_filt_abun, "sample_type", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Herpo_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_fertility", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Herpo_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_fertility", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "soil_type" 

 

plot_tree(Herpo_g_filt_abun, color="soil_type", shape="Family", size="abundance") 

plot_tree(Herpo_g_filt_abun, color="soil_type", shape="Genus", size="abundance") 

plot_bar(Herpo_g_filt_abun, "soil_type", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Herpo_g_filt_abun, "soil_type", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Herpo_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_type", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Herpo_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_type", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "soil_texture" 

 

plot_tree(Herpo_g_filt_abun, color="soil_texture", shape="Family", size="abundance") 

plot_tree(Herpo_g_filt_abun, color="soil_texture", shape="Genus", size="abundance") 

plot_bar(Herpo_g_filt_abun, "soil_texture", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Herpo_g_filt_abun, "soil_texture", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Herpo_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_texture", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Herpo_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_texture", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "vegetal" 

 

plot_tree(Herpo_g_filt_abun, color="vegetal", shape="Family", size="abundance") 

plot_tree(Herpo_g_filt_abun, color="vegetal", shape="Genus", size="abundance") 

plot_bar(Herpo_g_filt_abun, "vegetal", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Herpo_g_filt_abun, "vegetal", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Herpo_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="vegetal", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Herpo_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="vegetal", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "setor" 

 

plot_tree(Herpo_g_filt_abun, color="setor", shape="Family", size="abundance") 

plot_tree(Herpo_g_filt_abun, color="setor", shape="Genus", size="abundance") 

plot_bar(Herpo_g_filt_abun, "setor", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Herpo_g_filt_abun, "setor", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Herpo_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="setor", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 
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plot_heatmap(Herpo_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="setor", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#plot "soil_fertility" 

 

plot_tree(Herpo_g_filt_abun, color="soil_fertility", shape="Family", size="abundance") 

plot_tree(Herpo_g_filt_abun, color="soil_fertility", shape="Genus", size="abundance") 

plot_bar(Herpo_g_filt_abun, "soil_fertility", "Abundance", "Genus", title="") 

plot_bar(Herpo_g_filt_abun, "soil_fertility", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Herpo_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_fertility", taxa.label="Genus", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

plot_heatmap(Herpo_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="soil_fertility", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

 

#### trabalhando somente com Mucoraceae 

 

#isolando Mucoraceae da amostra total 

Mucor<-subset_taxa(physeq, Family=="Mucoraceae") 

Mucor_rel_abund = phyloseq::transform_sample_counts(Mucor, function(x){x / sum(x)}) 

 

 

#filtrado a nivel de familia 

Mucor_wit_uni_fam <- subset_taxa(Mucor, !is.na(Family) & !Family %in% c("", "unidentified")) 

Mucor_f_fami_abun = phyloseq::transform_sample_counts(Mucor_wit_uni_fam, function(x){x / sum(x)}) 

 

#plot "Description" 

plot_tree(Mucor_f_fami_abun, color="Description", shape="Family", size="abundance") 

plot_tree(Mucor_f_fami_abun, color="Description", shape="Genus", size="abundance") 

plot_tree(Mucor_f_fami_abun, color="Description", shape="Species", size="abundance") 

plot_bar(Mucor_f_fami_abun, "Description", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Mucor_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="Description", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

#filtrado os nao identificados a nivel de gene 

Mucor_wit_uni_genus <- subset_taxa(Mucor, !is.na(Genus) & !Genus %in% c("", "unidentified")) 

Mucor_g_filt_abun = phyloseq::transform_sample_counts(Mucor_wit_uni_genus, function(x){x / sum(x)}) 

 

#plot "Description" 

plot_tree(Mucor_g_filt_abun, color="Description", shape="Family", size="abundance") 

plot_tree(Mucor_g_filt_abun, color="Description", shape="Genus", size="abundance") 

plot_tree(Mucor_g_filt_abun, color="Description", shape="Species", size="abundance") 

plot_bar(Mucor_g_filt_abun, "Description", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Mucor_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="Description", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

 

##### trabalhando somente com Ophiocordycipitaceae Pupurocillium 

 

###isolando Ophiocordycipitaceae da amostra total 

Purpur<-subset_taxa(physeq, Family=="Ophiocordycipitaceae") 

Purpur_rel_abund = phyloseq::transform_sample_counts(Mucor, function(x){x / sum(x)}) 

 

##filtrado a nivel de familia 

Purpur_wit_uni_fam <- subset_taxa(Purpur, !is.na(Family) & !Family %in% c("", "unidentified")) 
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Purpur_f_fami_abun = phyloseq::transform_sample_counts(Purpur_wit_uni_fam, function(x){x / sum(x)}) 

 

#plot "Description" 

plot_tree(Purpur_f_fami_abun, color="Description", shape="Species", size="abundance") 

plot_bar(Purpur_f_fami_abun, "Description", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Purpur_f_fami_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="Description", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

##filtrado os nao identificados a nivel de gene 

Purpur_wit_uni <- subset_taxa(Purpur, !is.na(Genus) & !Genus %in% c("", "unidentified")) 

Purpur_g_filt_abun = phyloseq::transform_sample_counts(Purpur_wit_uni, function(x){x / sum(x)}) 

 

#plot "Description" 

plot_tree(Purpur_g_filt_abun, color="Description", shape="Species", size="abundance") 

plot_bar(Purpur_g_filt_abun, "Description", "Abundance", "Species", title="") 

plot_heatmap(Purpur_g_filt_abun, "shannon", distance="bray",  

             sample.label="Description", taxa.label="Species", low="#FFEAE6",  

             high="#E60000", na.value="#00001A", na.rm = T) 

 

 

############################################################################ 

########################## 

### informaÃ§Ã£o por local 

 

TopNOTUs<-names(sort(taxa_sums(Chaeto_family_abun), TRUE)) 

ent10<-prune_taxa(TopNOTUs, Chaeto_filt_genus) 

plot_bar(ent10, "vegetal", fill = "shannon", facet_grid = ~Order) 

 

tax_table(ent10) 

 

 

 

##### trabalhando somente com Ajellomycetaceae 

 

histo<-subset_taxa(physeq, Order=="Onygenales") 

histo_wit_only_genus <- subset_taxa(histo, !is.na(Species) & !Species %in% c("", "unidentified", "NA")) 

histo_abund = phyloseq::transform_sample_counts(histo_wit_only_genus, function(x){x / sum(x)}) 

 

plot_bar(histo_abund, "Description", "Abundance", "Species", title="")+ 

  theme_classic()+ 

  ylab("Relative Abundance")+ 

  xlab("Samples ID") 

  

Herpo<-subset_taxa(physeq, Order=="Chaetothyriales") 

herpo_wit_only_genus <- subset_taxa(Herpo, !is.na(Genus) & !Genus %in% c("", "unidentified", "NA")) 

herpo_abund = phyloseq::transform_sample_counts(herpo_wit_only_genus, function(x){x / sum(x)}) 

tax_table(herpo_abund) 

 

plot_bar(herpo_abund, "Description", "Abundance", "Genus", title="")+ 

  theme_classic()+ 

  ylab("Relative Abundance")+ 

  xlab("Samples ID") 

 

 

physeq<-qza_to_phyloseq(features = "Results/table.qza",  

                        tree = "Results/rooted-tree.qza", 

                        "Results/taxonomy.qza",  

                        metadata = "metadata_SP.tsv") 
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ITS_SP<-read_qza("Results/table.qza") 

ITS_SP$data 

 

taxonomy<-read_qza("Results/taxonomy.qza") 

taxonomy.ti<-parse_taxonomy(taxonomy$data) 

 

#analise total de todas as espÃ©cies 

 

mucorales<-subset_taxa(physeq, Order=="Mucorales") 

mucorales_wit_only_species <- subset_taxa(mucorales, !is.na(Species) & !Species %in% c("", "unidentified", 

"NA")) 

mucorales_abund = phyloseq::transform_sample_counts(mucorales_wit_only_species, function(x){x / sum(x)}) 

tax_table(total_abund) 

 

plot_bar(mucorales_abund, "Description", "Abundance", "Species", title="")+ 

  theme_classic()+ 

  scale_fill_hue(aesthetics = "fill", h = c(0,360), l = 50, direction = 1,  

                 c = 200, na.value = "white", h.start = 200)+ 

  ylab("Relative Abundance")+ 

  xlab("Samples ID") 

 

help(scale_fill_hue,) 


