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1. Introducéo e revisdo bibliografica

1.1. O Reino Fungi, sua diversidade: espécies patogénicas e oportunistas

O reino Fungi abriga enorme ndmero de espécies, cuja real dimensdo da sua
biodiversidade ainda é desconhecida. Estima-se que mais de 90% das espécies ainda néo
foram sequer descritas (HAWKSWORTH, 1991, 2001). A maioria destas espécies atuam
como decompositores, outras ocorrem associadas a hospedeiros vivos, vegetal ou animal,
em relagBes simbidticas, comensais, mutualistica ou em parasitismo (NARANJO-ORTIZ;
GABALDON, 2019). Assim, esses organismos tém fortes impactos ecoldgicos,
econbmicos e sociais, podendo incidir em areas como a agricultura, biotecnologia e salde,

humana e animal (doméstico e silvestre).

A real diversidade fungica, assim como a sua taxonomia ainda é pouco
compreendida. A pouco tempo, o reino fungi era dividido em quatro filos: Chytridiomycota,
Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota. Chytridiomycota e Zygomcota eram
considerados tdxons mais basais, sendo que o primeiro agrupava representantes flagelados
(zodsporos). Os fungos deste filo necessitam de dgua para sua disperséo sendo associados
a ambientes aquaticos e/ou com alta umidade (BARR, 2001), enquanto que O0s
representantes de Zygomycotas sdo adaptados a vida terrestre, apesar de serem favorecido
também em ambientes Gmidos (NARANJO-ORTIZ; GABALDON, 2019; TEDERSOO et
al., 2014). Mais recentemente, os filos Chytridiomycota e Zygomycota sofreram
modificacbes na sua classificacdo. Chytridiomycota foi dividido em Chytridiomycota
(sensu stricto), Blastocladiomycota e Neocallimastigomycota, todos contendo fungos
flagelados. A subdivisdo do filo Zygomycota ainda ndo estd devidamente definida,
carecendo de consenso em seus subgrupos (HIBBETT et al., 2007; JAMES et al., 2006;
WIJAYAWARDENE et al., 2018). O ambiente terrestre apresenta uma alta diversidade
fangica, sendo dominando maioritariamente por fungos do sub-reino Dikarya (maioria dos
fungos descritos). Este sub-reino esta conformado por fungos ascomicetos e basidiomicetos
que se caracterizam por possuir sinapomorfia das hifas dicaridticas (JAMES et al., 2006).

Os fungos patogénicos sdo amplamente distribuidos nos diferentes filos. Os
humanos e animais homeotérmicos em geral contam com eficientes mecanismos contra

infeccBes fungicas, mesmo assim, ainda sdo acometidos por alguns grupos destes agentes,



desenvolvendo as micoses, as quais podem ser classificadas em superficiais, cutaneas,
subcutaneas e sistémicas ou profundas (HOOG; GUARRO, 1995; RIPPON, 1982).

As micoses superficiais e cutaneas afetam camadas mais superficiais e via de regra
sdo adquiridas pelo contato direto com o agente, a partir do ambiente ou de um hospedeiro
contaminado. Nas infecgdes superficiais a resposta imune celular costuma ser ausente, pois
acometem pelos, lipidios e peles mortas. As micoses cutaneas afetam camadas vivas e
externas da pele, como a epiderme ou mucosa, podendo causar uma resposta imune celular
no hospedeiro, com manifestacdo de vermelhid&o e prurido. Como exemplo destas micoses
temos infeccGes de peles, como as dermatofitoses causadas por fungos queratinofilicos, os
dermatdéfitos e as dermatomicoses (infecgbes causadas por fungos ndo dermatofitos)
(ELLABIB M. S.; KHALIFA Z.; KAVANAGH K., 2003) Ja as micoses subcutaneas séo
adquiridas por inoculagdo traumatica, se instalando assim no tecido subcutaneo (subcutis),
onde tendem a ficar localizadas e normalmente com presenca de uma resposta imune

bastante ativa e manifestagdes ulcerativas (RIPPON, 1982).

As micoses sistémicas (também chamadas micoses profundas) por sua vez se
manifestam em 6rgdos internos (pulmao, bago, figado, etc) e normalmente se disseminam
pelos vasos (sanguineos ou linfaticos), podendo assim causar também manifestacOes
secundarias em tecidos cutaneos e subcutaneos. Estas micoses podem ser causadas por dois
grupos de fungos bem distintos: os oportunistas e 0s patogénicos propriamente ditos,
também denominados dimorficos endémicos. Enquanto os oportunistas pertencem a
grupos taxondmicos bastante diversificados de Ascomicetos, Basidiomicetos e
Zigomicetos, 0s patogénicos pertencem principalmente a uma mesma ordem de fungos
Ascomicetos (Onygenales). Os patogenos desta ordem se concentram nas familias
Onygenaceae e Ajellomycetaceae (HOOG; GUARRO, 1995).

Deste modo, a ordem Onygenales (Ascomicetos), € especialmente importante por
agrupar tanto os agentes etioldgicos das micoses cutaneas mais prevalentes no homem e
animais (os dermatdfitos), como os dimdrficos endémicos causadores de micoses
sistémicas. Muitas espécies desta ordem tém a capacidade de degradar queratina, sendo
importante para o ciclo natural da queratina na natureza. Estas espécies, conhecidas como

queratinofilicas ou queratinoliticas, tém afinidade por substratos queratinizados, sendo
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encontradas tanto em situacdo de saprofismo no ambiente como em parasitismo animal
(OLLE, 2006). Os dermatofitos queratinofilicos causadores de dermatofitoses pertencem a
familia Arthrodermataceae e sdo responsaveis por maior parte das micoses cutaneas
registradas, tendo muitas espécies antropofilicas e zoofilicas (ELLABIB M. S.; KHALIFA
Z.; KAVANAGH K., 2003).

Como ja mencionado, a ordem agrupa ainda, importantes agentes patogénicos de
micoses sistémicas e endémicas. Eles sdao conhecidos como patdgenos verdadeiros e séo
tipicamente adquiridos por inalacdo, causando uma infec¢do primaria pulmonar de onde
podem se disseminar sistemicamente em hospedeiros imunocompetentes (ASCIOGLU et
al., 2002; HOOG; GUARRO, 1995) Estes fungos normalmente sdo dimorficos, pois
apresentam morfologia leveduriforme ou micelial, dependendo da temperatura e do meio
em que se encontram. No ambiente encontram-se sob a forma filamentosa, como saprofitos
em seu habitat, produtora de conidios infectantes, os quais sdo inalados por hospedeiro
animal e, no tecido pulmonar, em sua forma parasitaria, mudam sua morfologia para células
individualizadas (leveduras ou endosporos) (FRANCO et al., 1993; SAN-BLAS, 1993;
TEIXEIRA et al., 2014a). Estudos filogenéticos associados as observacfes micoldgicas
indicaram que estes agentes originalmente acomodados huma tnica familia (Onygenaceae)
pertenciam a dois subgrupos distintos. Uma nova familia (Ajellomycetaceae) foi erigida
(UNTEREINER et al., 2004), a qual contém as espécies Histoplasma capsulatum,
Blastomyces dermatitidis, Emmonsia spp. e Paracoccidioides spp. (COLOMBO et al.,
2011; DUKIK et al., 2017) , além do novo género Emergomyces, causadores de micoses
sisttmicas no continente Africano e também outras diversas regides geograficas (DUKIK
et al., 2017; SCHWARTZ et al., 2019). As espécies Coccidioides immitis e C. posadasii

estdo devidamente posicionadas na familia Onygenaceae (GALGIANI et al., 2005).

Os agentes oportunistas geralmente acometem individuos com algum grau de
imunodeficiéncia, como os pacientes com AIDS, transplantes, tumor, etc (ASCIOGLU et
al., 2002). Com o aumento do numero de pacientes imunocomprometidos, as micoses
oportunistas tém ganhado destague no mundo todo (GUPTA; GUPTA, 2017). As micoses
se tornam especialmente importantes pela alta morbidade e mortalidade que podem
apresentar nestes pacientes (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2015).
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1.2. Distribuicao e Ecologia dos agentes fungicos.

Os agentes oportunistas comumente estdo presentes em ambientes diversificados,
podendo inclusive constituir a microbiota normal de hospedeiros animais. Enquanto os
fungos oportunistas apresentam uma distribui¢cdo mais universal, os dimorficos da ordem
Onygenales tendem a apresentar uma distribuicdo geografica mais definida, ou seja,
ocorrem endemicamente em determinadas regides (COLOMBO et al., 2011; LEE; LAU,
2017).

A distribuicdo dos fungos dimorficos (Onygenales e ndo-Onygenales) é variada
(Figura 1), sendo a América Latina uma regido com ampla ocorréncia destas espécies. No
Brasil, observa-se a endemia de paracoccidioidomicose (PCM), a mais importante micose
sisttmica da Ameérica Latina, que tem como seu agente etiolégico Paracoccidioides
spp..(BRUMMER; CASTANEDA; MENDES et al, 2017; RESTREPO, 1993,
SHIKANAI-YASUDA et al., 2018). A ocorréncia de coccidioidomicose, é observada
somente na regido nordeste de nosso pais, enquanto a histoplasmose, também prevalente
no Brasil, apresenta uma ampla ocorréncia em toda América. Destacamos ainda, a alta
epidemia de esporotricose (micose geralmente subcutanea) no Brasil, decorrente do
Sporothrix brasiliensis, que apresenta uma maior viruléncia e adaptacdes a transmissao
zoondtica e infecgbes em felinos, quando comparados com outros agente do género (S.
schenckii e S. globosa) e no momento apresenta-se na forma hiper-epidémica em varias
regibes do pais, em especial no Rio de Janeiro (LOPES-BEZERRA et al., 2018;
RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO, 2016).

O solo é um importante ambiente para estudo de fungos saprofiticos e fungos
patogénicos, abrigando uma diversidade muito grande de micobiota (diversidade fungica),
que diverge de acordo com sua estratificacdo e vegetacio local (BUEE M. et al., 2009),
clima (TEDERSOO et al., 2014) e fatores ambientais (GEML, 2019; VARGAS-
GASTELUM etal., 2015). Este ambiente é o habitat natural de muitos agentes responsaveis
por micoses importantes como Paracoccidioides spp., Coccidioides spp., Emmonsia spp.
e dermatofitos, além dos fungos oportunistas, como Candida spp., Aspergillus spp. e
Fusarium spp., que atuam como saprofagos generalistas nestes ambientes. Além disso,
também ha espécies patogénicas associadas a animais, como Histoplasma capsulatum e

Cryptococcus spp., relacionada a fezes de morcegos e aves, que podem estar associada a

12



solo de determinados ambientes (ELLIS; PFEIFFER, 1990; HOOG; GUARRO, 1995;
WHEAT; KOHLER; TEWARI, 1986).

B coccidioidomycosis ] Blastomycosis [ Histoplasmosis [] sporotrichosis [ Penicilliosis
X 5 S - e = s 2 s i (Taloromyces
- Regions with high burden |:] Regions with high burden - Regions with high D Regions with high marneffei)
of coccidioidomycosis of blastomycosis burden of burden of
histoplasmosis sporotrichosis

I:I Paracoccidioidomycosis

NN P
\| Emmonsiosis

Figura 1. Distribuicdo global das micoses endémicas.
Fonte: LEE e LAU, 2017, Frontier Immunology

Apesar de haver diferente grau de conhecimento destes agentes, estes e muitos
outros fungos responsaveis por micoses sdo pouco compreendidos em seus aspectos
ecologicos, pela dificuldade de isolamento ou por ndo serem cultivaveis em meios de
culturas (condicGes laboratoriais). Este é o caso, por exemplo, do Paracoccidioides spp.
Apesar de significativos avangos no conhecimento dos aspectos filogenéticos das espécies
de Paracoccidioides (MATUTE et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2014a; TURISSINI et al.,
2017), a ecologia destes organismos ainda é pouco compreendida (RESTREPO M, 1985).
Os agentes etioldgicos da PCM, assim como muitos agentes patogénicos da ordem, tém
como provavel habitat o solo e estdo associados a habitats/presenca de animais, como 0s

tatus (Dasypus novemcinctus), neste caso, hospedeiro silvestre conhecido de
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Paracoccidioides spp. (HRYCYK et al., 2018). Estes animais cavam as tocas, que
constituem um ambiente com condi¢es ideias para desenvolvimento de muitos fungos, tal
como: protecdo contra radiacdo, vento e variacdo térmica brusca; presenca de matéria
organica, derivado de sua alimentacdo, especialmente o material queratinizado; e matéria
nitrogenada, derivada das fezes (THEODORO et al., 2005). Assim, estes ambientes podem
estar favorecendo o crescimento e manutencao do fungo e o contato com estes animais ou
suas tocas constitui um aumento dos fatores de riscos para a infeccdo em pessoas residentes
nas areas endémicas da doenca (CADAVID; RESTREPO, 1993).

A nossa recente pesquisa no laboratério gerou evidéncias de que os fungos do
género Paracoccidioides podem estar presentes de maneira mais ampla, associada a tocas
de corujas-buraqueiras (Athene cunicularia). Estas aves de rapina tém o habito de cavar e
viver em tocas relativamente profundas, o que pode favorecer o crescimento de
Paracoccidioides spp. e também de outros fungos patogénicos da ordem Onygenales. Pelo
fato de A. cunicularia ter um habitat amplo, incluindo ambientes mais urbanizados e com
movimentacao humana (SICK, 1984; SIGRIST, 2009).

Ambiente relativamente protegido e associado a presenca de animais também pode
ser um fator facilitador para outros fungos patogénicos de distribuicdo mais ampla,
pertencentes a outros grupos taxondmicos nao-Onygenales, como Sporothix spp.,
causadores da esporotricose. Isto € evidenciado pelo isolamento do fungo Sporothrix
schenckii em solo de toca de tatus (RODRIGUES et al., 2014), pelo desenvolvimento da
doenca nestes animais (WENKER et al., 1998) e pela observacdo da doenca em humanos
cacadores de tatus na regido Sul do Brasil (ALVES et al., 2010).

Outros fatores ambientais, além do hospedeiro animal silvestre, também poderiam
ser importantes. Este parece ser o caso do Coccidioides spp que embora esteja fortemente
associado ao solo e animais e suas tocas, sua ocorréncia prevalece em ambientes aridos.
Varias evidéncias indicam que alguns fungos parecem ser favorecidos em ambientes mais
hostis (DIGHTON; WHITE; WHITE, 2005), por apresentar uma maior resisténcia as

condigdes ambientais.
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1.3. Evolucéo da biologia molecular e a compreensdo da comunidade fungica

Assim como acontece com outros microrganismos, 0 método de cultivo/isolamento
fangico distorce a real diversidade (tanto em relacdo a riqueza quanto em relacdo a
abundancia) presente no meio, apesar das técnicas que possibilitam isolamento de coldnias
puras (PESSOA FILHO, 2011). Isso se deve aos diversos fatores, desde quantidade de
esporos produzidos, velocidade de crescimento fingico, temperatura de incubacdo e meio
de cultura selecionado até a aleatoriedade da distribuicdo dos esporos. Ainda, estimativas
apontam que apenas 1% da microbiota é cultivavel em condi¢es ambientais, devido ao
desconhecimento da necessidade nutricional de diversos organismos (MOREIRA, 2013).

Com o avanco da biologia molecular, que classicamente trabalhava com
identificacdo de organismos em culturas, tem sido possivel a identificacdo (até nivel de
género e espécie) de microrganismos especificos, sem a necessidade de isolamento e
cultivo do mesmo (MANCINI et al., 2010). Hoje, h& varias técnicas que permitem a
deteccdo de espécies/géneros determinados (como no caso da técnica de Nested PCR),
possibilitando, por exemplo, o estudo de mapeamento dos provaveis habitats de um grupo
pré-determinado (ARANTES, 2012). Essas técnicas sao eficazes no estudo de algumas
espécies, mas se limitam por necessitar de estudo prévio da espécie-alvo, pois demandam
a criacao de primers especificos para cada especie.

Novas técnicas surgem com o avango da biologia molecular, permitindo estudos de
metagenomas ambientais (DNA de todos 0s organismos presentes em determinado local),
possibilitando mensurar a diversidade da microbiota em diferentes ambientes, sem a
necessidade de cultura prévia (XU, 2006). Os métodos de estudo de metagenoma tém sido
aprimorados, se tornando uma forte ferramenta que permite, além comparar as
diversidades, trabalhar interacdes, funcdes e metabolismo, dependendo do objetivo
(MOREIRA, 2013; PESSOA FILHO, 2011; PETROSINO et al., 2009).

O rapido desenvolvimento na tecnologia de sequenciamento possibilitou a reducéo
do custo e tempo no sequenciamento e aumentou a sua precisdo. O sequenciamento de
nova geracdo (NGS), como s&o conhecida estas tecnologias que possibilita um
sequenciamento de alta cobertura do DNA ambiental (metagenoma), permite uma viséo
mais ampla sobre a estrutura, a diversidade e a funcdo da comunidade microbiana, sendo
uma importante chave para compreensdo deste no ecossistema (LIU et al., 2011, 2012;
LUO et al., 2012; XU, 2006).
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1.4. Distribuicdo e Comunidade fungica

A distribuicdo e a estruturacdo da comunidade fungica, assim como outras questdes
no reino, sao pouco compreendidas. A utilizacdo de diferentes métodos de Sequenciamento
de Nova-Geracdo (NGS) vem aumentando nos ultimos anos, inclusive nos estudos
micoldgicos, colaborando na compreensao geral da ecologia e biogeografia dos fungos. A
maioria dos trabalhos de micobiota é realizada nas amostras de solo, por este se apresentar
um ambiente rico em microrganismos, especialmente fungos, quando comparada, por
exemplo, com ambiente aquéatico (PEAY; KENNEDY; TALBOT, 2016b).

A comunidade de microrganismo, em geral, € sensivel a mudancas das condicdes
ambientais sendo dificil estabelecer padrdes (SOLE et al., 2008). Os trabalhos realizados
com a micobiota do solo, indicam uma diversidade fungica que varia de acordo com muitos
fatores ambientais. Tedersoo et al. (2014), por exemplo, constatou a variacdo da
comunidade fungicas por padrdo biogeografico, onde os fatores como temperatura e
precipitacdo anual, apresentaram uma forte correlacdo com o aumento ou diminuicao de
alguns grupos. Além disso, o padrdo do ambiente ou até mesmo do micro-habitat
influenciam na variacdo da comunidade (BALDRIAN et al., 2012; GEML, 2019;
VARGAS-GASTELUM et al., 2015). Dentre os fatores ambientais que influenciam na
estrutura da comunidade fungica podemos destacar: padrdes climaticos, dependendo de
precipitacdo e de temperatura (influenciada por latitude) (GEML, 2019); fatores edéaficos
(associada a composic¢éo do solo), como o pH e ions de célcio (Ca) que podem favorecer o
crescimento de certos fungos; umidade, que aumenta a diversidade fungica de forma geral
(BUEE M. etal., 2009; GEML, 2019; TEDERSOO et al., 2014); e caracteristicas do micro-
habitat, como estabilidade e/ou exposicdo do ambiente, presenca de vegetacéo, atividade
animal, etc. (O’BRIEN et al., 2005). Em trabalho de meta-anélise, utilizando-se de dados
disponiveis de outros 36 estudos de micobioma e fatores ambientais associados, observou-
se que o fator clima deve ser o principal agente determinante da biogeografia flngica,
incluindo o padrdo de distribuicdo global das espécies, bem como a composicdo e
diversidade das espécies nas comunidades (VETROVSKY et al 2019) (inserindo pelo meu
Zotero (VETROVSKY et al., 2019). Esse estudo de Vétrovsky et al (2019) também
indicou outro aspecto aparentemente peculiar da distribuicdo global da diversidade fangica
— uma maior diversidade fungica em altas latitudes — o que difere do padrdo geral
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observado em plantas e animais, cujas diversidades tendem a aumentar em direcdo aos
trépicos (HILLEBRAND, 2004; HU et al., 2019).

De forma geral, ainda sdo relativamente poucos estudos realizados com fungos,
utilizando a NGS, quando comparada com outros microrganismos. Os trabalhos com esta
abordagem tém mostrado eficiéncia do método, embora apresentem limitacfes que estéo
sendo compreendidas e aperfeicoadas quanto a propria técnica (LIU et al., 2012; LUO et
al., 2012), o desenho dos primers (TAYLOR et al., 2016) e a analise dos dados (BOLYEN
etal., 2018; GWEON et al., 2015; NILSSON et al., 2015; PALMER et al., 2018).

A melhor compreensdo da micobiota associada aos solos é essencial para a
compreensdo da sua ecologia, tal como da evolugdo de grupos importantes. Além disso,
estudos de micobioma fornecem importantes dados sobre a influéncia de diferentes fatores
ambientais em sua composi¢do. Entender a estrutura e a funcdo da comunidade fangica é
essencial para compreensdo de sua mudanca e seu manejo. Os microrganismos poderiam
ser indicadores de qualidade dos solos, podendo, por exemplo, beneficiar o crescimento e
favorecer plantacGes em areas de cultivo.

Este tipo de estudo permite também evidenciar a epidemiologia e ecologia de
espécies patogénicas amplamente prevalentes no Brasil. A evidéncia da presenca de
Paracoccidioides spp., bem como outros fungos Onygenales em ambientes urbanizados,
associado a outras espécies animais (como corujas) é preocupante, uma vez que poderia
ampliar as areas de risco de infeccdo pelos fungos em locais mais proximos a areas urbanas.
Ainda a compreenséo de sua real distribuicdo e os fatores ambientais que favorecem este
fungo é bastante debatida. O entendimento da prevaléncia de agentes patogénicos em
diferentes ambientes € necessario para estabelecer padrbes, entender a epidemia e as areas
de risco, podendo influir na prevencédo da doenca.

Nesse presente trabalho, utilizamos técnicas de NGS para caracterizar a diversidade
fangica presente em solos de diferentes ambientes na regido endémica de PCM de
Botucatu, permitindo um melhor entendimento da estrutura da comunidade fangica e da

prevaléncia de fungos patogénicos.
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2. Micobioma associado a amostras de solos do centro-oeste paulista
mediante sequenciamento de Nova-Geracdo (NGS): Analises e
distribuicdo de espécies patogénicas.

2.1. Resumo

O reino fungi é constituido por amplos grupos de organismos com reconhecida
importancia ecoldgica, industrial ou médica. O solo € um importante reservatorio para
microrganismos, especialmente fungos, que atuam na decomposicéo e reciclagem de nutrientes
ou se associam com animais e plantas em relacdes simbidticas ou causando patogenias. Ainda
sdo poucos os estudos relacionados a estrutura do micobioma, sendo rasa a compreensdo da
diversidade e ecologia de fungos. A compreensdo dos padrdes de distribuicdo da diversidade
fangica é essencial para mensurar as mudancgas naturais e antropicas relacionadas a estas
comunidades, tal como entender a ecologia e epidemiologia dos fungos considerados
patogénicos. Neste trabalho caracterizamos a diversidade fungica das amostras de solo em
diferentes ambientes no municipio de Botucatu (Brasil), descrevendo a estrutura da comunidade
fangica e mensurando a prevaléncia dos fungos patogénicos, mediante a técnica de
Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS). No sequenciamento mediante plataforma Illumina,
analisamos 44 amostras provenientes de 8 ambientes diferentes, em dois periodos (outono e
primavera), incluindo tocas de tatus, corujas e outros ambientes relacionados. A riqueza e
diversidade variaram entre os ambientes, sendo favorecido nas amostras ambientais da floresta
sazonal semidecidual e das tocas de tatus, 0s quais possuem uma maior cobertura vegetal. Ainda,
ambientes mais antropizados, com menores efeitos de cobertura vegetal, como edificio
abandonado e toca de coruja, proporcionaram as menores diversidades, apesar de favorecer
crescimento de alguns fungos patogénicos. Os fungos patogénicos dimérficos, quando
comparada com os fungos oportunistas, foram encontrados em baixas frequéncias, como foi o
caso de Paracoccidioides spp., endémico da regido, que foi encontrado em diversos ambientes
em baixa abundancia. A estrutura da comunidade se mostrou mais similar nas amostras
coletadas no mesmo ambiente, com fatores ambientais semelhantes. A pesquisa evidenciou a

influéncia do ambiente nas comunidades fungicas, mesmo em locais geograficamente préximos.
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2.2. Introducéo

O reino Fungi € constituido por microrganismos eucarioticos heterotréficos,
essenciais para a ciclagem de carbono e nutrientes. Este reino engloba varios grupos
funcionais importantes como decompositores e saprotréficos, mutualistas e patdgenos de
animais e vegetais. A sua ecologia como um todo ainda é pouco compreendida, devido ao
reduzido nimero de pesquisas relacionadas a area, que em grande parte foca em patégenos
humanos e/ou organismos com potencial biotecnologico, ndo sendo considerada a

micobiota fangica em sua totalidade.

A grade dificuldade do estudo da ecologia de fungos esta relacionada ao
isolamento e cultivo dos fungos de interesse e a falsa correlacdo do cultivo e sua
abundancia no ambiente (PESSOA FILHO, 2011). Este fato tem sido superado pela
evolucdo da biologia molecular juntamente com a evolucdo da bioinformatica, que hoje,
por métodos de sequenciamento de nova geracdo, permitem o sequenciamento massivo de
milhares de espécies e seu processamento até a obtencdo dos dados (LI1U et al., 2012; LUO
et al., 2012; XU, 2006). Estes metodos de sequenciamento permitem estudos do
metagenoma, estimando, além da riqueza (OTUs), a abundancia relativa de cada grupo.
Estas tecnologias tém possibilitado uma maior compreensdo da estrutura da comunidade
de microrganismos de uma forma geral, porém ainda ha poucos estudos relacionados a

micobioma, quando comparado com microbioma de bactéria (TEDERSQOO et al., 2014).

O solo é um ambiente bastante rico em microrganismos, especialmente fungos,
que atuam na decomposicdo e ciclagem de nutrientes. A comunidade fingica apresenta
variagbes em sua distribuicdo tanto por seu padrdo biogeografico (TEDERSOO et al.,
2014), estruturacdo e padrdao do ambiente (GEML, 2019) e/ou padrdo do micro-habitat
(BALDRIAN et al., 2012; VARGAS-GASTELUM et al., 2015). Dentre os fatores
ambientais que influenciam na estrutura da comunidade fungica podemos destacar: o
padrdo climatico, dependendo de precipitacdo e de temperatura (influenciada por
latitude)(GEML, 2019); os fatores edaficos (associada a composi¢do do solo), como o pH
e ions de célcio (Ca) que podem favorecer o crescimento de certos fungos; a umidade, que
aumenta a diversidade fingica de forma geral (BUEE M. et al., 2009; GEML, 2019;
TEDERSOO et al.,, 2014); e caracteristicas do micro-habitat, como estabilidade e/ou
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exposicdo do ambiente, presenca de vegetacdo, atividade animal, etc. (O’BRIEN et al.,
2005).

O levantamento da diversidade fungica em diferentes ambientes, espacial e
temporalmente, é essencial para a compreensdo da mudanca natural (como as mudancas
sazonais) da comunidade fingica (VARGAS-GASTELUM et al., 2015) e da mudanca
antropica e climaticas (DIGHTON; WHITE; WHITE, 2005) e suas implicagdes. Além
disso, conhecer a estrutura de comunidade dos fungos pode ajudar na compreensdo da
epidemiologia de micoses, dos ciclos da matéria e das associagdes mutualisticas destes
organismos, possibilitando, por exemplo, planejar o manejo da comunidade fungica para

facilitar os processos naturais.

Alguns fungos ganham um destaque por serem patdgenos de plantas e animais,
exercendo influéncia na economia (patdgenos de plantacdes) ou na salde (patdgenos
humanos). As micoses tém uma alta prevaléncia no mundo todo. Alguns tipos de micoses
também apresentam alta mortalidade com dificil diagndstico e de tratamento (BROWN et
al., 2012; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2015). As micoses sdo divididas em

varios tipos, que podem ser mais ou menos agressivos para o hospedeiro.

Micoses superficiais e cutaneas sdo as micoses mais comuns, e se caracterizam por
serem fungos pouco virulentos com uma reagdo imunoldgica baixa ou inexistente. Micoses
superficiais, por exemplo, afetam 25% da populacdo geral (HAVLICKOVA; CZAIKA,
FRIEDRICH, 2008). Pode ser causada por agentes especializados (dermatéfitos) ou por
outros fungos ndo dermatdéfitos (como infeccdo por fungos filamentosos ndo dermatofitos
—FFND-), que frequentemente séo invasores secundarios. Outros fungos, como Sporothrix
spp., causam doencas subcutaneas através de lesdes e traumas, geralmente causando uma
infeccéo localizada (HOOG; GUARRO, 1995; RIPPON, 1982). As infec¢Oes mais graves
sdo as infecgdes sistémicas que podem ter uma alta morbidade e mortalidade, devido a
grande dificuldade de diagnoéstico e tratamento destas doencgas. As micoses sistémicas
podem ser causada tanto por fungos endémicos e especializados nestas infec¢@es, quanto
por fungos oportunistas, que infectam pacientes imunocomprometidos (HOOG; GUARRO,
1995; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2015). Os fungos oportunistas tem ganhado

destaques pelo aumento de numero de casos, devido ao aumento de pacientes
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imunocomprometidos, derivado de procedimentos médicos e/ou cirlrgicos, como
tratamento de céancer e transplantes e do aumento de casos de sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) causada por HIV (GUPTA; GUPTA, 2017).

A ordem Onygenales é o grupo taxondmico de maior relevancia médica, pois
agrupa muitos organismos patogénicos adaptados a infeccdo humana ou animal. Este
amplo grupo é constituido por espécies queratinofilicas, capazes de degradar a queratina,
componente natural da pele e pelos de nosso corpo, como no caso dos dermatéfitos que se
incluem dentro da familia Arthrodermataceae (DE HOOG et al., 2017; OLLE, 2006). Os
dermatdfitos sdo fungos filamentosos pertencentes a nove géneros diferentes, responsaveis
por micoses principalmente cutaneas, mas também superficiais e subcutaneas no homem,
bem como em diversos grupos de mamiferos e aves (DE HOOG et al., 2017; GRASER et
al., 1999; HOOG; GUARRO, 1995).

Ainda bem posicionados na ordem Onygenales, estdo os fungos patogénicos
dimérficos capazes de causar micoses sistémicas em hospedeiros imuno-competentes.
Estas espécies apresentam a capacidade de se adaptar morfologicamente a diferentes
ambientes (ambiente natural ou tecido animal), dependendo principalmente da variagéo de
temperatura (termodimorfismo), sendo a forma leveduriforme particularmente adaptada ao
parasitismo tecidual. Estes fungos termodimorficos pertencem a duas familias distintas,
Onygenaceae e Ajellomycetaceae (FRANCO et al., 1993; SAN-BLAS, 1993; TEIXEIRA
et al., 2014a). Enquanto Paracoccidioides spp., Histoplasma spp. e Blastomyces spp.
pertencem a familia Ajelomycetacee, Coccidioides spp. pertencem a familia Onygenaceae.
As micoses sistémicas causadas por estes agentes apresentam uma distribuicdo geografica
relativamente bem definida, com foco particularmente concentrado nas Américas. A
paracoccidioidomicose (PCM) é a micose sistémica de maior relevancia na América Latina,
enquanto a blastomicose e coccidioidomicose sdo mais prevalentes na América do Norte,
e a histoplasmose apresenta ocorréncia mais ampla nas América e também outros
continentes (COLOMBO et al., 2011; HOOG; GUARRO, 1995; LEE; LAU, 2017).

A regido centro-oeste paulista ganha um interesse especial por ser considerada area
hiperendémica de paracoccidioidomicose (PCM), com indices altos da doenga,
principalmente na cidade de Botucatu e S&o Manuel (SP) (MARQUES; FRANCO;

29



MENDES, 1983). Em estudos de ocorréncia ambiental, os fungos do género
Paracoccidioides ja foi detectada por métodos moleculares de Nested-PCR (ARANTES et
al., 2013; HRYCYK et al., 2018).

A afinidade dos fungos patogénicos pode ir além da associacdo com humanos.
Muitos destes agentes adaptados a infeccdo humana também sdo responsaveis pelas
infeccBes de outros animais, especialmente mamiferos. E o caso do fungo
Paracoccidioides sp., que possui um hospedeiro silvestre ja reconhecido, o tatu de nove-
bandas (Dasypus novemcinctus)(BAGAGLI et al., 1998, 2003; NAIFF et al., 1986;
TEIXEIRA etal., 2014). Estes agentes estdo associados com seu hospedeiro silvestre (tatu),
assim como com a sua toca (ARANTES et al., 2013; HRYCYK et al., 2018). Em nosso
trabalho mais recente, o Paracoccidioides spp. foi detectado em tocas de corujas
buraqueiras (Athene cunicularia), que tem algumas semelhancas nas caracteristicas de seu
ambiente, sendo um ambiente protegido e enriquecido que poderia constituir outro possivel
nicho destes organismos (dados ndo publicados). Além disso, ha relatos de infeccdes
fangicas em animais domésticos que circulam livremente nas areas endémicas (RICCI et
al., 2004).

Um outro fungo com associacdo animal é Sporothrix brasiliensis, ascomiceto da
ordem Ophiostomatales. Este fungo tem se mostrado fortemente adaptado a infeccdes de
gatos domésticos, sendo responsavel pela epidemia de esporotricose no Brasil. Isso
favorece a transmissao zoondtica desta doenca, como observado frequentemente em alguns
estados brasileiros (SANCHOTENE et al., 2015).

Pouco se sabe sobre nichos ecoldgicos dos fungos patogénicos nos ambientes,
assim como animais que podem servir como seu hospedeiro silvestre, aamplitude das areas

de risco e sitios de infeccdo, e a real viruléncia destes agentes.

Apesar dos Fungos serem um grupo com importancia econdmica e clinica, ainda se
sabe pouco sobre a ecologia da maioria destes organismos, devido a grande dificuldade
encontrada em isolar e cultivar laboratorialmente alguns microrganismos do ambiente
(NARANJO-ORTIZ; GABALDON, 2019). Vérios destes fungos, principalmente os
grupos adaptados ao estilo de vida associado a hospedeiros vivos, apresentam viruléncia

baixa que induz a infec¢des de carater mais crénico, com longo tempo de incubacéo, o que
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dificulta a correta definicao dos locais de infec¢do e determinacdo de areas de risco e forma
de contégio (FORTES et al., 2011; RESTREPO et al., 2000).

A compreensdo da ecologia dos agentes etioldgicos das doencas é especialmente
importante em fungos patogénicos endémicos, que tem uma distribuicdo mais restrita e que
se acredita ter crescimento favorecido em ambientes especificos, diferentemente de alguns
fungos oportunistas que costumam atingir apenas pacientes imunocomprometidos, como
os fungos do género Aspergillus, Fusarium e Candida, os quais possuem uma distribuicéo
ubiqua (GUPTA, 2017; HOOG; GUARRO, 1995).

Neste trabalho, nos propusemos caracterizar a diversidade e estrutura fungica em
diferentes ambientes mediante NGS, focando na compreenséo de padrdes e na distribuicao
de fungos patogénicos, particularmente procurando um melhor entendimento da ecologia
e distribuicdo dos fungos do grupo Onygenales, constituido por importantes agente de
micoses humana e animal, e das espécies causadoras de PCM, na regido endémica de
Botucatu, Brasil.

2.3. Material e Métodos

2.3.1. Coleta

As coletas foram realizadas em diferentes locais préximos a regido urbana de
Botucatu, estado de Séo Paulo, que incluem: tocas de tatus (TT); tocas de corujas (TC);
cerrado (CA); edificio abandonado (EA); floresta sazonal semidecidua (MU); plantacao de
cana-de-acucar (PCA); plantacdo de café (PCF); pastagem (PS). As amostras foram
coletadas em dois periodos distintos, com intervalo de seis meses, sendo a primeira coleta
no comeco de més de maio (3 de maio de 2018) e a segunda coleta no final de més de
outubro (30 de outubro de 2018). Foram totalizadas 44 amostras, sendo 22 da primeira

coleta e 22 da segunda coleta (Apéndice, Tabela 2).

As amostras foram coletadas utilizando pa metalica com cabo estendido, o qual era
sempre limpo com algod&o encharcado em alcool 70%, antes de cada amostra. As amostras
das tocas (tatus e corujas) foram coletadas com profundidades de até 50 cm da entrada da

toca, enquanto para as demais amostras, o solo foi coletado na profundidade de 0-10 cm,
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apos remocdo das camadas superficiais de serapilheira, fragmentos vegetais maiores ou da
camada de gramineas (pastagens). As amostras foram acondicionadas em frascos coletores
estéreis individuais de polipropileno e polietileno, translicidos com tampas e 80 ml de

volume.

As coordenadas de cada uma das coletas foras obtidas mediante GPS 12 Personal
Navigator® (Garmin®-KS, USA). O local das coletas a partir das coordenadas é mostrado
no mapa representado na Figural O mapa foi gerado no Software Q-GIS versdo 3.6 Noosa
(Equipe de Desenvolvimento do QGIS -2019. Sistema de Informacbes Geograficas do

QGIS. Projeto Codigo Aberto Geospatial Foundation. http://qgis.osgeo.org (Figura 1)

Pontos de Coleta

Sao Paulo

-~

Botueatu

Amostras

@

<> EA m area construida
cobertura arborea
’ PCA cobertua herbacea arbustiva

d 4
: PCF = solo exposto
PS
O
@
Q TTemu

Figura 1. Mapa mostrando os pontos de coleta. CA-cerrado aberto; EA-edificio abandonado; PCA-
plantacdo de cana de aglcar; PCF-plantacdo de café; PS-pastagem; TC-toca de coruja; TT-toca de
tatu; MU- floresta sazonal semidecidua. O mapa foi gerado a partir de mapas do IBGE e
processados no software Q-GIS v3.6.
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2.3.2. Processamento das amostras

O DNA das amostras foi extraido utilizando kit MoBio (PowerSoil®DNA
Isolation Kit), seguindo as instrucdes do fabricante. A etapa em que a amostra é submetida
a dez minutos de agitacdo em vortex, foi substituido por cinco ciclos (3 x 40s) em ultra-
agitacdo em equipamento Precellys® 24 (Bertin Instruments) para otimizar o processo de

extragéo.

2.3.2.1. Processamento das amostras: deteccdo de Paracoccidioides spp por Nested PCR

As amostras extraidas foram submetidas ao processo de Nested PCR especificos
para género Paracocccioides (ARANTES et al., 2013). Esta técnica permite uma maior
sensibilidade e especificidade. Foram utilizados os primers ITS4 e ITS5 (WHITE et al.,
1990) e ParIntS (5’-CAC CGT TGA ACT TCT GGT TCG-3’) ¢ ParIntR (5’-TGT CGA
TCG AGA GAG GAC ACC-3’), desenhado em nosso laboratorio. (Figura 2Erro! Fonte
de referéncia ndo encontrada.) A amplificacéo foi verificada em gel de corrida com 1,5%
de agarose. As amostras amplificadas foram sequenciadas (Servico de Sequenciamento do

IBTEC, Botucatu, SP) para garantir que ndo haja contaminagdes e falsos positivos.

rDNA

[ ]
®

ITS5

ParintR

- ITS4
Segunda reagao

Primeira reacdo

Figura 2. Esquema de primers para Nested PCR

2.3.2.2. Processamento das amostras: sequenciamento Illumina MiSeq

Para a primeira etapa de PCR, utilizamos primers 5.8-Fun e ITS4-Fun 5’- AAC
TTT YRR CAA YGG ATC WCT-3" e 5’- AGG CCT CCG CTT ATT GAT ATG CTT
AAR T-3’, que amplificam a regido Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2), pertencente ao
DNA ribossomal nuclear (LEE TAYLOR et al., 2016), com a sequéncia do adaptador da
[llumina inserido na extremidade 5°, que permitiu a indexacao na segunda reagao de PCR,

sendo o primer forward 5’- TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG-
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3’ e primer reverse 5’- GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTATAA GAG ACAG -
3’. A regido ITS apresenta-se em multicépias e sua grande variagdo entre os diferentes
grupos fungicos permite uma ampla utilizacdo desta regido para classificar
taxondémicamente estes microrganismos (WHITE et al., 1990). A regido ITS2 foi escolhida
por ser uma regido menor e com tamanhos menos variaveis em relagdo a ITS1. Este primer
previamente selecionado foi desenhado para otimizar a amplificacdo de Eumycotas,
justamente para trabalhos de estudos de diversidade, mostrando-se eficiente para a
amplificacdo de diversos fungos e também restrito em relacdo a amplificacdo de outros
organismos eucariéticos (LEE TAYLOR et al., 2016).

O DNA extraido das amostras ambientais foi amplificado utilizando KAPA Taq
HotStart PCR Kit (Roche - CA, USA), com 25ul de volume da reacéo, sendo 5ul de volume
da amostra na concentracdo de 5ng/ul. O termociclador (Veriti 96-Well Thermal Cycler,
Applied Biosystems®-CA, USA) foi ajustado para: 95°C por 3 min; 35 ciclos de 98° por
20s, 55°C por 20s, 72°C por 30s; 72°C por 1min, mantendo a 4°C ap6s o término da reacao.
A amplificacdo foi verificada em gel de eletroforese e a purificacdo foi feita utilizando
AMPure XP beads Beckman Coulter. Foi realizado a indexacdo utilizando o Nextera XT
Index Kit (96 indexes, 384 samples) (Illumina®-CA, USA). O ciclo utilizado foi 95°C por
3 min, 8 ciclos de 95°C por 30s - 55°C por 30s - 72°C por 30s, finalizado por 72°C por 5
min, mantido em 4°C ap06s o término da reacdo. O produto purificado foi quantificado
utilizando o Qubit™ (Invitrogen- CA, USA). O tamanho da biblioteca foi mensurado
utilizando 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies- CA, USA). A concentragdo de cada
amostra foi reajustada para 4nM manualmente. Para o sequenciamento, utilizamos MiSeq
Reagent Kit v3 (600-cycle) Illumina e a concentracao final de 15pM e 25% de Phix Library,

biblioteca padrédo da Illumina para controle da corrida.

2.3.3. Processamento dos dados

Os dados foram processados utilizando AMPtk (PALMER et al., 2018), com
instrucOes e uso adaptado para processamento de dados de micobioma, que processa 0s
dados utilizando USEARCH e VSEARH (ROGNES et al., 2016). Primeiramente foi

realizado a retirada das sequéncias de primers e adaptadores e para a juncdo das leituras
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Paired-End. O agrupamento (clustering) em OTU (Unidade Taxondmica Operacional) foi
feito mediante UNOISES3, integrado ao programa AMPtk. Os agrupamentos foram filtrados
e realizada a classificacdo taxondmica das OTUs utilizando a base de dados UNITE,
espécies hipotéticas agrupadas acima de 97% de similaridade (NILSSON et al., 2015). Os
dados gerados pelo AMPtk foram intorduzidos no software QIIME v2.0 (BOLYEN et al.,
2018) que permitiu a visualizacdo prévia.

A sequéncia dos OTUs pertencentes a grupos patogénicos utilizados para o estudo
foi conferida através dos dados do banco de genes (GenBank), utilizando NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), para garantir que sua classificacdo foi definida
corretamente. Além disso, foi gerado uma arvore filogenética dos grupos que englobam os

agentes dimorficos, como género Sporothrix (Apéndice, Figura 10) e ordem Onygenales.

2.3.4. Andlise Estatistica

Para a andlise de da diversidade, realizamos mensuramos a diversidade alfa (ou
diversidade local) e a diversidade beta, que mensura a variagdo na composi¢do das espécies.
A diversidade alfa das amostras foi estimada utilizando riqueza de OTUs (S) e o indice de
Shannon (H”) que leva em consideragdo dois componentes: riqueza e abundancia relativa
das espécies, expresso pela formula: H' = — Y. p; . In. p;, onde pi € o resultado do numero

[13%5]

de individuos da espécie “i” na amostra dividido pelo niamero total de individuos.

Diferencas na estrutura da comunidade foi acessada a partir da construcdo de uma
matriz de similaridade, que compara os locais, utilizando o coeficiente de dissimilaridade
de Bray-Curtis. Essa dissimilaridade foi representada graficamente em escala
multidimensional ndo-métrica (nMDS), que coloca pontos de amostras em um espago
bidimensional. Para descrever os ambientes, baseados em abundancia dos taxons nas
amostras (diversidade beta), foi utilizado analise de agrupamento. Para comparar a
comunidade fungica dos diferentes ambientes foi utilizado analise de varidncia
multivariada baseada em permutacdo (PERMANOVA,; p< 0.05)(ANDERSON, 2001) com
teste a posteriori de comparacgdo par a par entre 0s ambientes amostrados. Finalmente, foi
utilizado a andlise de redundancia baseado em distancia (dlbRDA) para verificar a relacéo
dos fatores ambientais entre a comunidade fungica (GOTELLI; ELLISON, 2004) As
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diferencgas estatisticas dos eixos representados em dbRDA foi validado pelo teste de Monte
Carlo, utilizando 9.999 simulacGes para cada andlise. Todas as analises foram realizadas
utilizando o programa estatistico R (R Core Team, 2019), usando os pacotes “‘stats” para
analises univariadas (R Core Team, 2019), “vegan” para a analise multivariada e para
mensurar a diversidade (OKSANEN et al., 2015) e “INEXT” para a rarefacdo (CHAO et
al., 2014).

Para a analise dos fungos patogénicos, foram realizados Teste de
homocedasticidade (teste de Levene) e normalidade (teste Shapiro-Wilk), anteriormente
aos testes estatisticos (o = 0.05) (Zar, 1999). Para comparar os tdxons selecionados entre
os ambientes foi utilizado o teste de Kruskall Wallis (dados ndo paramétricos) com

comparacao posteriori par a par de Dunn.

2.4. Resultados e Discussoes

2.4.1. Analise de dados

Apos a filtragem dos dados, foram obtidos 11 060 447 reads, somando 8154 OTUs
com a mediana de 1156 OTU por amostra. A maioria dos ambientes atingiu uma suficiéncia
amostral, atingindo ou chegando préximo a riqueza extrapolada estimada em 2,5 milhdes

de reads, como mostra a curva de rarefacdo (Figura 3, Tabela 1).
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Figura 3. Curva de rarefacdo obtidas em diferentes ambientes. CA-cerrado aberto; TT-toca de tatu;
PCA-plantacdo de cana de agucar; PCF-plantacdo de café; PS-pastagem; TC-toca de coruja; MU-

floresta sazonal semidecidua.

Tabela 1. Riqueza observada e riqueza estimada para 2,5 milhoes de reads. CA-cerrado aberto;
TT-toca de tatu; PCA-plantacéo de cana de agUcar; PCF-plantacdo de café; PS-pastagem; TC-toca
de coruja; MU- floresta sazonal semidecidua.

Site Observed Estimator .o LcL UcL
richness richness
CA 2020 2020 5,66 2046 2068
EA 2204 2435 31,61 2381 2506
MU 3475 3713 34,8 3654 3792
PCA 2262 2262 6,21 2294 2319
PCF 2557 2557 53 2578 2599
PS 2404 2404 5,87 2432 2455
TC 3436 3700 34,61 3641 3777
TT 5042 5275 33,02 5218 5349

2.4.2. Diversidade alfa

As amostras de solo apresentaram uma grande diversidade de fungos. A maioria

das sequéncias encontradas (99,73%) pertenciam ao reino fungi. O filo com maior

frequéncia foi Ascomycota (77,15%), seguido de Basidiomycota (14,62%). Ainda

obtivemos em menor porcentagem alguns representantes do antigo Zygomycota, como
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Relative frequency

Mortierellomycota (4,35%) e Mucoromycota (1,26%) e representante de Chytridiomycota
(1,30%) e outros (1,32%) (Figura 4-A).
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Figura 4. A-Frequéncia relativa dos filos em cada ambiente. B- Frequéncia relativa das dez ordens mais
frequentes nos diferentes ambientes. CA-cerrado aberto; TT-toca de tatu; PCA-plantacdo de cana de acUcar;
PCF-plantacdo de café; PS-pastagem; TC-toca de coruja; MU- floresta sazonal semidecidua

A estrutura da comunidade é semelhante aos descritos em trabalhos relacionados,
com a maioria dos fungos sendo classificados como Ascomycota e Basidiomycota (BUEE
M. et al., 2009; O’BRIEN et al., 2005; VARGAS-GASTELUM et al., 2015). A proporgéo
destes filos, diferiram bastante dos trabalhos de O’Brien (2005) ou de Buée (2009), em que
a proporcdo do Basidimycota era muito maior que nas nossas amostras, mais semelhante
ao descrito no Vargas-Gastélum (2015), com predominancia de Ascomycotas (com
abundancia relativa variando de 65,24 - 87,03%). As propor¢hes de
Basidiomicotas/Ascomicotas das amostras de floresta (MU e TT) é um pouco maior, sendo
um pouco mais semelhante ao descrito nas amostras florestais (BUEE M. et al., 2009;
O’BRIEN et al., 2005; TEDERSOO et al., 2014). Os nossos achados, apontando o
predominio de Ascomycota, deve estar refletindo um padrdo de distribuicdo global de
biodiversidade fungica proposta em Tedersoo et al.,2014, que observou um maior pico na
rigueza de Ascomycota saprofagos nos ecossistemas tropicais. Ainda, os fungos

ectomicorrizicos, relacicionados frequentemente a Basidiomicota, tem o0 seu pico de
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riqueza nas florestas temperadas e biomas mediterraneas, nas latitudes médias do
hemisfério norte (40° to 60°N)(TEDERSOO et al., 2014).

A estrutura da comunidade fungica ndo é uniforme, com dominancia de algumas
ordens que apresentam maior abundancia relativa nos ambientes, apesar das varia¢fes dos
grupos dominantes. Algumas ordens, como Hypocreales (20,83%), Eurotiales (13,41%) e
Pleosporales (8,2%) foram o0s mais dominantes, seguido de Sordariales, Agaricales,
Onygenales, Mortierellales, Microascales e Saccharomycetales (Figura 4-B). Apesar de
haver uma variacao da frequéncia relativa das ordens dependendo do ambiente, estas dez
ordens mais frequentes constituiram quase 70% do total, dentro do reino fungi. O trabalho
de Baldrian (2012) ressalta que a estrutura da comunidade fungica diverge com a
comunidade bacteriana, que apresentam uma uniformidade em sua comunidade, ainda que
haja grupos mais dominantes. Os fungos saprotroficos mais generalistas foram dominantes,
assim como esperado (GEML, 2019; NARANJO-ORTIZ; GABALDON, 2019).

As ordens mais abundantes encontradas como Hypocreales, Sordariales,
Microascales, Eurotiales, Onygenales, Chaetothyriales e Pleosporales pertencem a classe
Sordariomycete, Eurotiomycetes e Dothideomycetes (Ascomycota), que segundo
Tedersoo et al. (2014) é mais prevalente em ecossistemas tropicais. Destacamos ainda, que
os fungos pertencentes a Mortierellomycota apresentaram uma abundancia relativa muito
maior em amostras de MU (12, 73%) e TT (6.9%). Este fungo tem um pico de riqueza em
condigdes ambientais mais amenas, caracterizadas por uma maior disponibilidade de
nutrientes organicos, menor exposicdo e maior teor de humidade (GEML, 2019) e
temperaturas mais frias (TEDERSOO et al., 2014). Isto poderia estar relacionado a
florestacdo da MU e o ambiente protegido das TT que geralmente se inserem dentro da
MU. Essa florestacdo poderia diminuir as temperaturas nessas areas quando comparado a
outras localizag6es como CA ou TC que abundam em areas menos florestadas. A vegetacao
mostrou um efeito protetor em determinadas regides, trazendo uma diminuicdo das
temperaturas, aumento de detritos organicos e aumento da humidade(FETCHER;
OBERBAUER; STRAIN, 1985; QUIDEAU et al., 2001).

Locais relacionados a mata, como a TT e MU apresentaram maior riqueza, enquanto

que a amostra de CA, TC e EA, apresentaram as menores riquezas (Figura 5). Ainda os
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ambientes mais ricos, apresentaram uma maior diversidade (indice de Shannon), enquanto
que as amostras de EA e de TC, apresentaram os menores indices, apresentando diferenca

significativa com a amostra de TT (p<0,05)(Figura 6).
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Figura 5. Boxplot amostrando mediana da riqueza encontrada em cada ambiente. Os pontos
representam cada amostra coletada.
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Figura 6. Boxplot representando a mediana da diversidade de Shannon em cada ambiente.

A alta umidade comum entre as florestas semideciduais pode estar fortemente
associada a alta diversidade local, juntamente com a protecdo que a vegetacao local oferece

contra raios solares (UV) e contra varia¢fes bruscas de temperaturas. Outros fatores que
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podem contribuir sdo: a alta porcentagem de matéria organica e serrapilheira, que favorece
0 estabelecimento de fungos decompositores; e alta densidade de raizes, caracteristico de
florestas maduras, que contribuem para estabelecimento de fungos simbiontes como o0s
ectomicorrizicos (ECM) (GEML, 2019; TEDERSOO et al., 2014).

A riqueza nas amostras de CA e EA foram menores. Estes ambientes tem baixo pH
(pH 4,25-4,3) quando comparado com outros ambientes (pH 5,25 -6,35), 0 que pode
influenciar, de forma direta ou indireta, na prevaléncia de alguns fungos (GEML, 2019).
Maioria dos fungos toleram varia¢coes de pH (WHEELER, 1991), porém esta pode alterar
a disponibilidade de nutriente, o crescimento da vegetacdo ou a microbiota local (como
prevaléncia de bactérias)(BALDRIAN et al., 2012) , causando alteracfes na estrutura
fangica. Além disso, os prédios ou constru¢des abandonadas apresenta baixa umidade
devido a cobertura artificial, que pode desfavorecer a prevaléncia da diversidade flngica e
o0 crescimento vegetal (ausente no local). O cerrado tem baixa taxa de material organico,
juntamente com algumas amostras de tocas de coruja, 0 que também pode selecionar o0s
fungos saprofagos mais generalistas e pouco exigentes. Assim, enquanto que em ambientes
mais hostis, os fungos resistentes e generalistas tendem a ser favorecido, em condigdes
ambientais amenas oferecidos pela presenca da cobertura vegetal densa permitem a
instalacdo de outros fungos mais exigentes ou especialistas, o que contribui para a alta
diversidade/ riqueza deste ambiente (GEML, 2019). Ressaltamos que em termo de
diversidade, TC, juntamente com o EA, apresentaram menor indice de Shannon que o CA,
mostrando que esta diversidade, deve estra associada & umidade e a presenca de

vegetacdo/matéria organica.

2.4.3. Diversidade beta

A analise de agrupamento (cluster) pela dissimilaridade de Bray-Curtis agrupou a
maioria das amostras por ambiente, mostrando a semelhanca da estrutura da comunidade
fangica de acordo com o tipo de ambiente (Figura 7). A similaridade (ou a diferenga) do
micobioma foi graficamente representado no nMDS A sobreposicdo da elipse no espago

de ordenacdo mostra a similaridade dos ambientes (Figura 8).
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Nos ambientes de MU e TT houve agrupamento de determinadas amostras. O
agrupamento das amostras de MU com as amostras de TT pode ser explicado pela
localizagdo geogréafica destes locais, sendo que a toca se insere na floresta, tal como
semelhanca das caracteristicas e condi¢cGes ambientais que deriva de sua localizacdo. Além
da semelhanca entre amostras do mesmo ambiente, o0 agrupamento mostrou similaridade
de ambientes com condi¢Ges semelhantes, como PCA e PCF, ambos de plantacdes de

monoculturas e utilizacdo de fertilizantes e agrotoxicos.

Diferentemente do observado no trabalho de Vargas-Gastélum 2015, ndo foi
possivel diferenciar os grupos por periodo de coleta (variacdo sazonal), mostrando que
similaridade da comunidade fungica pode estar mais fortemente associado ao ambiente de
coleta quando muito diferenciadas. E importante ressaltar que apesar de temporalmente
ndo apresentarem uma diferenciacdo, a coleta se deu em apenas dois periodos (maio e
novembro) em periodo de transicdo de estacdes e com clima relativamente ameno. Além
disso, foi obtida pouca amostragem por estacdo (2 a 5 amostras dependendo do ambiente),

0 que limita possiveis inferéncias estatisticas.
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Figura 7. Andlise de agrupamento pela dissimilaridade de Bray-Curtis, baseados em abundancia dos
taxons.
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Figura 8. Andlise multivariada nMDS da comunidade fangica de diferentes ambientes baseada em
dissimilaridade de Bray-Curtis.

O teste de PERMANOVA mostrou uma diferenca significativa em algumas
comunidades fangicas por ambiente, como entre amostras de TC e PCF, TT e PSe entreas TC
e TT (Apéndice, Tabela 3, p-ajustado<0.05). Ainda, foi obtido valores de p-ajustado muito
proximo do significativo estatisticamente em varias outras amostras, quando combinadas com
as amostras de tocas. Esta comunidade fungica pode ser resultante do micro-habitat
diferenciado criado neste tipo de ambiente (tocas de animais), muitas vezes dificil de ser
mensurada (VARGAS-GASTELUM et al., 2015), como menor exposic¢io ao sol e variagio de
temperatura e material orgénico diferenciado (como queratina), que pode favorecer o

estabelecimento de alguns fungos especialistas.
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Reads

2.4.4. A distribuicdo de agentes patogénicos

Fungos da ordem Onygenales foram encontrados com maior frequéncia nas
amostras de EA e nas amostras de TC. Observou-se uma diferenca significativa na
prevaléncia (p=0,006) dependendo do ambiente, sendo favorecido no ambiente de EA, que
apresentou maior frequéncia deste grupo, em relacdo amostras de PCA (Figura 9). Esta
ordem é constituida por fungos de importancia clinica, que vai desde fundos que causam
infeccdo cutanea, como as dermatofitoses, até agentes responsaveis de micoses sistémicas,
como os fungos termodimorficos. Aparentemente os fungos desta Ordem sdo favorecidos
em ambientes menos competitivos, provavelmente por apresentar maior resisténcia as

condicdes adversas, como baixa umidade e auséncia de vegetacéo.
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Figura 9. Boxplot representando a mediana de reads dos fungos da ordem Onygenales em diferentes
amostras.

Na familia Arthrodermataceae, onde sdo inseridos os fungos dermatofitos,
responsaveis por uma das micoses cutaneas mais comuns (dermatofitose), a maioria dos
OTUs encontrados foram de fungos geofilicos, que sdo encontrados mais facilmente no
solo e raramente causam infecgdes em humanos ou animais (DE HOOG et al., 2017,
ELLABIB M. S.; KHALIFA Z.; KAVANAGH K., 2003; ZAITZ, 2010). A maior
frequéncia de dermatofitos foi encontrada em TC, enquanto que a menor frequéncia foi
encontrado no EA, dando uma diferenca significativa entre estes ambientes (p= 0,001).
Apesar de EA apresentar uma prevaléncia dos OTUs da ordem Onygenales, a maior parte
dos fungos encontrados eram saprotréficos generalistas, como Malbranchea spp.,

apresentando baixa frequéncia dos fungos dermatofitos. Esta familia possui a caracteristica
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queratinofilica que é rara em fungos, e mesmo as espécies geofilicas da familia
frequentemente sdo encontradas associadas a queratina (DE HOOG et al.,, 2017;
SUMMERBELL RC, 2000), o que pode explicar a associacao destes a TC, onde a presenca
e habitos do animal pode favorecer o aumento deste tipo de matéria organica (MARTIN,
1973; YORK; ROSENBERG; STURM, 2002). O dnico OTU classificados como
dermatdéfito ndo-geofilico foi pertencente a Trichophyton mentagrophytes (OTU5745),
encontrado em pouca frequéncia, provavelmente devido a sua ecologia, sendo considerado
zoofilico. Ainda, nenhum dermatdfito antropofilico foi encontrado, confirmando dados
publicados que traz a transmissdo entre humano-humano ou mais raramente humano-
animal como via para a disseminacao destes organismos (MORIELLO; DEBOER, 1991),
ndo ocorrendo transmissdo do ambiente para humanos. Alguns destes agentes que séo
extremamente adaptados a infeccdo e causam lesbes cronicas e sem inflamacdes, ndo tem
uma fase saprofitica sexuada conhecida até a data, como é o caso de T. rubrum e E.
floccosum (DE HOOG et al., 2017).

Ainda dentro da ordem Onygenales, ressaltamos a importancia dos fungos
dimorficos, considerados patogénicos verdadeiros, responsaveis pelas micoses sistémicas.
Na cidade de Botucatu, regido considerada area hiperendémica de paracoccidioidomicose
(PCM), se obtiveram amostras positivas para a presenca de Paracoccidioides spp. em
varios ambientes nos dois métodos empregados (Nested-PCR e NGS). Apesar do consenso
entre a deteccdo do agente e os casos de doencas reportados na regido, os metodos
empregados mostraram resultados discordantes quanto a locais positivos (Apéndice,
Tabela 4). Esta diferenca pode se dar pelas limitacBes das técnicas, que trata-se de modelos
estocasticos, especialmente o NGS, que depende fortemente da profundidade de leitura e
quantidade de DNA ambiental. No trabalho de Vargas-Gastélum et al., 2015 observou
dificuldades para a deteccdo de Coccidioides spp. por técnicas de NGS (454
pirosequenciamento), pela baixa profundidade de leitura nas amostras. Além disso, estes
fungos provavelmente estdo presentes no ambiente em baixa densidade, com baixa
producéo de esporos e lento crescimento resultando em pouco DNA relativo no ambiente
e baixa leitura desde fungos pela técnica. Assim, observamos que o OTU (OTU3839),
correspondentes a Paracoccidioides brasiliensis, obteve uma frequéncia relativa muito
baixa. A ocorréncia do Paracoccidioides spp. ndo apresentou diferenca significativa entre

0s ambientes. 1sso evidencia que a prevaléncia deste agente endémico pode nédo estar,

45



necessariamente, em ambientes restritos e associada a tatus, seu hospedeiro silvestre ja
conhecido. Este fungo poderia ser mais resistente a diferentes caracteristicas ambientais do
que se pensa. E importante ressaltar que diferentemente dos resultados de cultivo, a
viabilidade do fungo ndo é mensurada, o que significa que a presenca detectada nao

corresponde necessariamente aos locais com risco de infecgéo.

Outros agentes de micoses sistémicas endémicas da ordem Onygenales, como
Histoplasma e Coccidioides, ndo foram detectados. Histoplasma spp. esta fortemente
associado a excretas de aves e de morcegos e principalmente a ambiente de cavernas
(HOFF; BIGLER, 1981; TAYLOR et al., 2005), o que pode explicar a auséncia deste
agente nas amostras.(COLOMBO et al., 2011). Ja a coccidioidomicose é prevalente na
Ameérica do Norte e , no Brasil, apenas na regido arida de nordeste ndo tendo ocorréncia de
casos na regido de sudeste (COLOMBO et al., 2011), onde as amostra foram coletadas.
Assim como traz a literatura, a sua presenca pode ser favorecida em regibes aridas, onde
ha pouca competicao devido a hostilidade do ambiente (BROWN et al., 2013; NGUYEN
et al., 2013; VARGAS-GASTELUM et al., 2015). Em uma primeira anélise, 0 OTU2724
e OTU7366 corresponderam a Histoplasma capsulatum e OTU3967 a Coccidioides
posadasii. Porém, em uma andlise da &rvore filogenética dos Onygenales, tal como na
conferéncia de dados com GenBank, atraves do NCBI, mostrou que estas classificacfes
ndo eram verdadeiras. Assim, ressaltamos a necessidade de revisdo da classificacdo de

principais OTUs, para garantir correta interpretacdo de dados.

A prevaléncia de Sporothix spp. ndo variou de acordo com o ambiente. Este
fungo, responsaveis pela crescente epidemia de esporotricose, tem sua viruléncia
possivelmente associada a sua melanina e sua alta capacidade de sobreviver em diversas
condigdes (como variagOes de temperatura, pH, etc.), podendo ser este, um fator que
permite sua prevaléncia em quase todos os ambientes amostrados (BARROS; PAES;
SCHUBACH, 2011; GHOSH et al., 2002). O OTU1623 classificada como Sporothrix spp.,
foi analisada manualmente através da utilizacdo do NCBI e ndo conseguiu diferenciar
Sporothrix schenckii de S. brasiliensis (nimeros de acesso: MH865638.1 e MF765977.1,
respectivamente), os quais obtiveram 100% de identidade. A diferenciagdo destas espécies
é muito precaria utilizando ITS2, pois ha uma grande proximidade filogenética entre estes

estas duas espécies (ZHOU et al., 2013). Em menor frequéncia, obtivemos também o OTU
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relacionada a S. globosa (OTU2003), outro agente pertencente ao clado patogénico (DE
BEER; DUONG; WINGFIELD, 2016). Esta baixa propor¢éo de S. globosa reflete a
epidemiologia da doenca, sendo esta especie 0 agente menos comum nas Americas.
Enquanto que 50-61% dos casos causadas por S. schenckii e 100% dos casos causados por
S. brasiliensis ocorre nas Américas, apenas 11% dos casos de esporotricose causada por S.
globosa ocorre no continente, sendo mais comum no continente asiatico (CHAKRABARTI
etal., 2015; ZHOU et al., 2013).

Muitos agentes de micoses oportunistas estavam presentes abundantemente na
maioria das amostras. Esses agentes atuam como saprotréficos no ambiente, e estdo mais
amplamente distribuidos. Entre estes fungos encontramos espécies dos géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium. Estas espécies apresentaram uma diferenca significativa em sua
frequéncia relativa (p<0,05), principalmente nas amostras de EA, o que pode derivar das
condicgdes diferenciadas deste ambiente quando comparada a outros ambientes, como:
baixa taxa de matéria organica, grande intervencdo antropica, auséncia de cobertura vegetal,
baixa umidade pela construcéo da cobertura artificial, que levam a baixa diversidade deste
local e comunidade fungica diferenciada. A prevaléncia destes agentes variou. Aspergillus
spp. teve a maior frequéncia em EA, enquanto que Penicillium spp. e Fusarium spp.
tiveram menor frequéncia neste ambiente. Ainda destacamos que outros fungos, como
Candida spp. e Malassezia spp., hdo apresentaram diferencas nas suas prevaléncias, sendo

amplamente distribuidos em todos os ambientes.

Ainda, Cryptococcus. neoformans (OTU2797) apresentou uma distribuigéo
diferenciada entre os ambientes (p= 0,002). A sua prevaléncia é favorecida no EA quando
comparada a varios ambientes, estando presente quase que exclusivamente neste ambiente.
Esta espécie, em conjunto com C. gattii, é responsavel por causar uma micose sistémica
com uma alta morbidade e mortalidade conhecida como criptococose. C. neoformans é um
fungo oportunista que atingem os individuos com baixa imunidade, enquanto que C. gattii
é capaz de causar infec¢cbes mesmo em individuos imunocompetentes. C. neoformans pode
ter sido favorecido no ambiente de EA, pois estes fungos vivem em associagdo com fezes
de aves e este ambiente é propicio para atrair aves urbanas, especialmente pombos. O OTU

correspondente a C. gattii ndo foi encontrado em nenhuma das amostras, sendo condizente
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com a literatura, que coloca seu provavel habitat mais restrito, sendo associado a eucaliptos
(Eucalyptus camaldulensi)(ELLIS; PFEIFFER, 1990; LEVITZ, 1991).

Bastante OTUs da familia Herpotrichiellaceae, relacionada a fungos dematiaceos
conhecidos como black yeast foram encontrados. Estes fungos sdo responsaveis por
micoses cutaneas e cromoblastomicose. Entre as OTUs que chegaram a classificacdo a
nivel de género na familia, Exophiala spp. foi 0 mais comum. Ainda foi encontrado outros
representantes patogénicos como Cladophialophora spp. e Phialophora spp. (HOOG;
GUARRO, 1995). Maioria destes fungos, como Exophiala, é encontrada comumente no
ambiente atuando como sapréfagos e podem ocasionalmente causar micose
superficial/cutanea ou excepcionalmente infeccdes sistémica em individuos
imunocomprometidos (HOOG et al., 2003; VICENTE et al., 2008; ZENG et al., 2007).
Né&o foi encontrado nenhuma OTU correspondente a Fonsecaea pedrosoi. Este fungo, €
considerado o principal agente responsavel por cromoblastomicose incluso em individuos
imunocompetentes, sendo isolado em 95% dos casos clinicos no Parana (FILHO; DE,
1997). Apesar disso, tentativa de isolamento de leveduras negras na regido mostrou
resultados negativos para F. pedrosoi, que parece ter distribuicdo mais restrita e apresentar
uma maior viruléncia (VICENTE et al., 2008).

2.5. Concluséao

. Esse trabalho evidenciou a influéncia do ambiente nas comunidades fungicas
mesmo em locais geograficamente proximas. Os diversos ambientes sustentaram
comunidades diversificada, reforcando a necessidade de estudo de micro-habitats e o
impacto de sua alteracdo na estruturacdo da comunidade fungica. Uma diminuicdo brusca
da diversidade fungica foi observada especialmente quando comparada as amostras
florestais com as amostras sem vegetacdo, como no edificio abandonado com alta
interferéncia humana. Assim, a diversidade da comunidade fangica refletiu as condi¢des
e variagOes do ambientais, mostrando-se um importante indicador de mudancas ambientais.
Ainda, reforcamos a necessidade do estudo da comunidade flngica em escala temporal (a0
curto e ao longo prazo), que néo foi evidenciado em nosso trabalho, e estudos que associe

a estruturacdo da microbioma com estudo de sua atividade. Os fungos patogénicos sdo mais
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seletivos e menos frequentes quando comparado aos fungos oportunistas. Para muitos
fungos patogénicos, como o Parcoccidioides spp., endémicos da regido, nao foi possivel
estabelecer uma relacdo do ambiente e a frequéncia/ocorréncia do fungo. Isto pode decorrer
da baixa frequéncia destes agentes no ambiente e limitacdo da técnica que consiste em
modelo estocéastico, mas pode estar evidenciando a resisténcia destes agentes a diferentes
condicBGes ambientais. Ainda, alguns fungos oportunistas especificos tém uma distribuicao
restrita e especifica, como o caso de C. neoformans. O EA parece ser um ambiente bastante
diferenciado, favorecendo a prevaléncia de alguns fungos e diminuindo a frequéncia de
outros grupos. Isto pode refletir, em maior ou menor grau, a mudanca da comunidade
fungica em locais urbanos. Por ultimo, ressaltamos a limitacdo da técnica em mostrar
precisamente 0s agentes com baixa prevaléncia, principalmente em amostras com
profundidade de leitura menor (menor nimero de reads) e a necessidade de apuracdo das

classificagBes das OTUs para uma analise mais consistente.
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3.

Tabela 2. Informacdes de coleta das amostras: tipo de amostras, pontos de coleta e data da coleta.

Apéndice

Sample  Site Type Location Collection date
TC1 Owl's Burrow 22°53'29.0"S 48°27'13.1"W May 4, 2018
TC2 Owl's Burrow 22°52'13.1"S 48°27'37.4"W May 4, 2018
TC3 Owl's Burrow 22°53'36.3"S 48°29'43.0"W May 4, 2018
TC4 Owl's Burrow 22°53'36.3"S 48°29'43.0"W May 4, 2018
TC5 Owl's Burrow 22°53'36.3"S 48°29'43.0"W May 4, 2018
TC6 Owl's Burrow 22°52'13.1"S 48°27'37.4"W October 31, 2018
TC7 Owl's Burrow 22°53'29.0"S 48°27'13.1"W October 31, 2018
TC8 Owl's Burrow 22°53'36.3"S 48°29'43.0"W October 31, 2018
TC9 Owl's Burrow 22°53'36.3"S 48°29'43.0"W October 31, 2018
TC10 Owl's Burrow 22°53'36.3"S 48°29'43.0"W October 31, 2018
TT1 Armadillo's Burrow 22°50'22.1"S 48°25'40.1"W May 3, 2018
TT2 Armadillo's Burrow 22°50'22.1"S 48°25'40.1"W May 3, 2018
TT3 Armadillo’'s Burrow 22°50'22.1"S 48°25'40.1"W May 3, 2018
TT4 Armadillo's Burrow 22°48'54.8"S 48°23'37.3"W May 3, 2018
TT5 Armadillo's Burrow 22°48'54.8"S 48°23'37.3"W May 3, 2018
TT6 Armadillo's Burrow 22°50'22.1"S 48°25'40.1"W October 30, 2018
TT7 Armadillo's Burrow 22°50'22.1"S 48°25'40.1"W October 30, 2018
TT8 Armadillo's Burrow 22°50'22.1"S 48°25'40.1"W October 30, 2018
TT9 Armadillo’'s Burrow 22°48'54.8"S 48°23'37.3"W October 30, 2018
TT10 Armadillo's Burrow 22°48'54.8"S 48°23'37.3"W October 30, 2018
CA1l Brazilian Savana 22°53'09.3"S 48°30'24.9"W May 4, 2018
CA2 Brazilian Savana 22°53'09.3"S 48°30'24.9"W May 4, 2018
CA3 Brazilian Savana 22°53'09.3"S 48°30'24.9"W October 31, 2018
CA4 Brazilian Savana 22°53'09.3"S 48°30'24.9"W October 31, 2018
EA1 Abandoned Building 22°50'37.1"S 48°25'41.2"W May 3, 2018
EA2 Abandoned Building 22°50'37.1"S 48°25'41.2"W May 3, 2018
EA3 Abandoned Building 22°50'37.1"S 48°25'41.2"W October 30, 2018
EA4 Abandoned Building 22°50'37.1"S 48°25'41.2"W October 30, 2018
MU1 Sazonal Semideciduous Forest 22°48'54.8"S 48°23'37.3"W May 3, 2018
MU2 Sazonal Semideciduous Forest 22°48'54.8"S 48°23'37.3"W May 3, 2018
MU3 Sazonal Semideciduous Forest 22°48'54.8"S 48°23'37.3"W October 30, 2018
MU4 Sazonal Semideciduous Forest 22°48'54.8"S 48°23'37.3"W October 30, 2018
PCAl Sugarcane Plantation 22°47'12.8"S 48°24'35.9"W May 3, 2018
PCA2 Sugarcane Plantation 22°47'12.8"S 48°24'35.9"W May 3, 2018
PCA3 Sugarcane Plantation 22°47'12.8"S 48°24'35.9"W October 30, 2018
PCA4 Sugarcane Plantation 22°47'12.8"S 48°24'35.9"W October 30, 2018
PCF1 Coffee Plantation 22°46'57.8"S 48°24'42.7"W May 3, 2018
PCF2 Coffee Plantation 22°46'57.8"S 48°24'42.7"W May 3, 2018
PCF3 Coffee Plantation 22°46'57.8"S 48°24'42.7"W October 30, 2018
PCF4 Coffee Plantation 22°46'57.8"S 48°24'42.7"W October 30, 2018
PS1 Pasture 22°48'52.8"S 48°24'05.4"W May 3, 2018

PS2 Pasture 22°48'52.8"S 48°24'05.4"W May 3, 2018

PS3 Pasture 22°48'52.8"S 48°24'05.4"W October 30, 2018
PS4 Pasture 22°48'52.8"S 48°24'05.4"W October 30, 2018
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Tabela 3. Anélise de variancia multivariada baseada em permutacdo (PERMANOVA,; p< 0.05) com teste
a posteriori de comparacao par a par entre os ambientes amostrados.

PERMANOVA pairs F Model R? p-adjusted
Brazilian Savana vs Abandoned Building 4,15 0,409 0,924
Brazilian Savana vs Sazonal Semideciduous Forest 4,71 0,440 0,784
Brazilian Savana vs Sugarcane Plantation 6,07 0,503 0,98
Brazilian Savana vs Coffee Plantation 5,79 0,491 0,868
Brazilian Savana vs Pasture 3,26 0,352 0,84
Brazilian Savana vs Owl's Burrow 4,11 0,255 0,056
Brazilian Savana vs Armadillo's Burrow 5,29 0,306 0,056
Abandoned Building vs Sazonal Semideciduous Forest 4,83 0,446 0,644
Abandoned Building vs Sugarcane Plantation 5,15 0,462 0,812
Abandoned Building vs Coffee Plantation 4,90 0,449 0,728
Abandoned Building vs Pasture 3,17 0,346 0,56
Abandoned Building vs Owl's Burrow 3,42 0,222 0,056
Abandoned Building vs Armadillo's Burrow 4,65 0,279 0,084
Sazonal Semideciduous Forest vs Sugarcane Plantation 7,72 0,563 0,728
Sazonal Semideciduous Forest vs Coffee Plantation 5,84 0,493 0,868
Sazonal Semideciduous Forest vs Pasture 3,98 0,399 0,7
Sazonal Semideciduous Forest vs Owl's Burrow 4,53 0,274 0,084
Sazonal Semideciduous Forest vs Armadillo's Burrow 2,24 0,157 0,112
Sugarcane Plantation vs Coffee Plantation 7,34 0,550 0,728
Sugarcane Plantation vs Pasture 4,27 0,416 0,784
Sugarcane Plantation vs Owl's Burrow 4,02 0,251 0,084
Sugarcane Plantation vs Armadillo's Burrow 6,55 0,353 0,112
Coffee Plantation vs Pasture 4,59 0,433 0,7
Coffee Plantation vs Owl's Burrow 4,23 0,260 0,028
Coffee Plantation vs Armadillo's Burrow 5,12 0,299 0,084
Pasture vs Owl's Burrow 3,17 0,209 0,056
Pasture vs Armadillo's Burrow 4,31 0,264 0,028
Owl's Burrow vs Armadillo's Burrow 6,34 0,260 0,028
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Figura 10. Arvore filogenética de Sporothrix spp. gerada para verificacdo da classificagdo
taxonémica de OTUs. A sequéncia foi conferida também através dos dados do banco de genes
(GenBank), utilizando NCBI (www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST)
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Tabela 4. Detecgdo de Paracoccidioides spp. em diferentes amostras pelo método de Nested
PCR e NGS.

Sample Site Type Nested NGS Paracoccidioides
Paracoccidioides (N reads)
TC1 Owl's Burrow - -
TC2 Owl's Burrow + 2
TC3 Owl's Burrow + -
TC4 Owl's Burrow - -
TC5 Owl's Burrow - -
TC6 Owl's Burrow - -
TC7 Owl's Burrow - -
TC8 Owl's Burrow - 41
TC9 Owl's Burrow - -
TC10 Owl's Burrow + -
TT1 Armadillo's Burrow + -
TT2 Armadillo's Burrow + 36
TT3 Armadillo's Burrow - -
TT4 Armadillo's Burrow + 15
TT5 Armadillo's Burrow - -
TT6 Armadillo’'s Burrow - 3
TT7 Armadillo's Burrow - -
TT8 Armadillo's Burrow - -
TT9 Armadillo's Burrow - -
TT10 Armadillo's Burrow - -
CAl Brazilian Savana + 23
CA2 Brazilian Savana + -
CA3 Brazilian Savana + -
CA4 Brazilian Savana + -
EAl Abandoned Building - 7
EA2 Abandoned Building - -
EA3 Abandoned Building - -
EA4 Abandoned Building - -
MU1 Sazonal Semideciduous Forest - 3
MU2 Sazonal Semideciduous Forest + 7
MU3 Sazonal Semideciduous Forest - -
MU4 Sazonal Semideciduous Forest + 95
PCA1l Sugarcane Plantation - -
PCA2 Sugarcane Plantation - -
PCA3 Sugarcane Plantation - -
PCA4 Sugarcane Plantation - -
PCF1 Coffee Plantation - 9
PCF2 Coffee Plantation + -
PCF3 Coffee Plantation - -
PCF4 Coffee Plantation - 3
PS1 Pasture + 27
PS2 Pasture - -
PS3 Pasture - -
PS4 Pasture - -
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