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RESUMO

A Antartica é considerada o continente dos extremos devido as suas condic¢Ges climaticas. No
entanto alguns micro-organismos desenvolveram adaptacdes que os permitem colonizar este
habitat, como é o caso dos fungos dos géneros Geomyces e Pseudogymnoascus. Representantes
desses géneros sdo capazes de secretar uma grande variedade de enzimas, incluindo as
queratinases que sdo proteases capazes de degradar a queratina. No presente trabalho foram
examinados 86 fungos filamentosos do acervo de pesquisa da Central de Recursos Microbianos
da UNESP (CRM-UNESP) obtidos a partir de diferentes amostras coletadas na Baia do
Almirantado, llha Rei George (Antartica) e previamente identificados como pertencentes a
esses dois géneros, com 0 objetivo de autenticar a caracterizacdo taxondmica dos mesmos e
investigar a capacidade de producdo de enzimas queratinoliticas. Os fungos foram submetidos
a checagem de purificacdo através de culturas monosporicas, analises macromorfoldgicas
baseadas na observacdo da area da placa de Petri e analises filogenéticas, as quais foram
realizadas com o marcador ITS e MCMY7 atraves de Inferéncia Bayesiana no software MrBayes
v. 3.1.1. Um representante de cada um dos 9 morfotipos foi submetido as anélises enzimaticas.
Para a anélise enzimética qualitativa os isolados foram cultivados por 15 dias a 15 °C em placas
de Petri contendo meio minimo s6lido com adicdo de penas de frango como fonte de nutrientes.
Todos os isolados apresentaram crescimento em meio sélido com penas de frango e foram
submetidos a quantificacdo da atividade enzimatica. Para tanto, os fungos foram cultivados em
meio caldo de pena por 7 dias a 15°C e 120 rpm. Os 9 isolados apresentaram atividade de
queratinase com destaque para o fungo LAMAI 539 e LAMAI 1777 que produziram 4,11 U ml’
1'e 2,8 U ml! da enzima, respectivamente. As andlises filogenéticas revelaram que todos os
isolados sdo pertencentes ao género Pseudogymnoascus, sendo possivel chegar no nivel de
espécie (Pseudogymnoascus sinensis, P. roseus e P. verrucosus) com um valor de probabilidade
significativo para 27 dos 52 isolados analisados. Os dados de filogenia demostraram que 0sS
morfotipos ndo necessariamente agruparam em clados diferentes. Em relacéo a distribuicdo do
género, os resultados revelaram que estes sdo capazes de colonizar substratos distintos além de
regibes geogréaficas diferentes e distantes. Além disso, diferentes especies podem ser

encontradas em um mesmo substrato de um mesmo local.

Palavras-chave: Ambientes extremos. Enzimas queratinoliticas. Queratinase. Autenticacdo

taxonémica. Filogenia.



ABSTRACT

Antarctica is considered the continent of extremes due to its climatic conditions. However,
some microorganisms have developed adaptations that allow them to colonize this habitat,
such as the fungi of the genera Geomyces and Pseudogymnoascus. Representatives of these
genera are capable of secreting a wide variety of enzymes, including keratinases, which are
proteases capable of degrading keratin. In this work, 86 filamentous fungi from the research
collection of the UNESP Microbial Resources Center (CRM-UNESP) obtained from
different samples collected in Admiralty Bay, King George Island (Antarctica) and
previously identified as belonging to these two genera were examined. The aim of this work
was to authenticate the taxonomic characterization of these genera and investigate the
production of keratinolytic enzymes. For that, these fungi were submitted to a purification
check through monosporic cultures, macromorphological analysis based on the observation
of the Petri dish area, and phylogenetic analysis, which were performed with the ITS and
MCMT7 marker through Bayesian Inference in software MrBayes v. 3.1.1. One representative
of each 9 morphotypes was submitted to enzymatic analysis. For qualitative enzymatic
analysis, the isolates were cultured for 15 days at 15 °C in Petri dishes containing minimal
solid medium with the addition of chicken feathers as a source of nutrients. All isolates
showed growth on solid medium with chicken feathers and were submitted to quantification
of enzymatic activity. For this, the fungi were cultivated in feather broth medium for 7 days
at 15°C and 120 rpm. The 9 isolates showed keratinase activity, especially the fungus
LAMAI 539 and LAMAI 1777, which produced 4.11 U ml* and 2.8 U ml* of the enzyme,
respectively. Phylogenetic analyzes revealed that all isolates belong to the genus
Pseudogymnoascus, and it was possible to reach the species level with a significant
probability value (Pseudogymnoascus sinensis, P. roseus and P. verrucosus) for 27 of the 52
isolates analyzed. The phylogeny data showed that the morphotypes did not necessarily
group into different clades. Regarding the distribution of this genus, our study showed that
they are able to colonize very different substrates in addition to different and distant
geographic regions. Besides, different species can be found in the same substrate in the same

place.

Keywords: Extremophilic environments. Keratinolytic enzymes. Keratinase. Taxonomic

authentication. Phylogeny.
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1 INTRODUCAO

Durante anos, estudiosos acreditaram na inexisténcia de vida microbiana na Antartica.
Baixas temperaturas, altos niveis de radiacdo ultravioleta, solos pobres em nutrientes, ventos
fortes, alta salinidade e clima seco, séo alguns dos fatores que colocam a Antartica como um
dos locais mais extremos do mundo (ARENZ; BLANCHETTE, 2011; CONVEY, 2011,
DUARTE et al., 2018a; GOMES et al., 2018; WENTZEL et al., 2019). Por outro lado, o
ecossistema Antartico abriga uma diversidade de ambientes, desde desertos polares, até areas
recobertas por bridfitas e angiospermas (CONVEY et al., 2014). Por serem ambientes extremos
ndo sdo todos os organismos que conseguem coloniza-los, no entanto, varios microrganismos
adaptaram-se a essas condi¢Ges adversas e adquiriram caracteristicas que os permitiram
sobreviver e colonizar estes ambientes (DE MAAYER et al., 2014; MARGESIN; FELLER,
2010). Uma riqueza de espécies de fungos foi reportada na Antartica a medida que as pesquisas
foram avancando, com destaque para 0os géneros Geomyces e Pseudogymnoascus, 0s quais
foram isolados a partir de diversas amostras, incluindo sedimentos terrestres e marinhos, e em
associacdo com outros organismos (ARENZ; BLANCHETTE, 2011; DEL FRATE;
CARETTA, 1990; DUARTE et al., 2018a; GILICHINSKY et al., 2005; GOMES et al., 2018;
KOCHKINA et al., 2012; POVEDA et al., 2018; RUISI et al., 2007; VIEIRA et al., 2018;
VISHNIAC, 1996; WENTZEL et al., 2019).

Estudos prévios realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de Micologia
Ambiental e Industrial (LAMAI) do Departamento de Biologia Geral e Aplicada (UNESP,
Céampus de Rio Claro), resultaram em uma colecdo de cerca de 2.500 isolados de fungos
filamentosos e leveduriformes da Antartica, a qual esta associada a Central de Recursos
Microbianos da UNESP (CRM-UNESP) (BARATO, 2014; INFORSATO, 2017; WENTZEL,
2017).

Os géneros Geomyces e Pseudogymnoascus sao caracterizados como psicréfilos e no
geral, existem poucos estudos sobre esses dois géneros, a maioria dos trabalhos esta concentrada
em Pseudogymnoascus pannorum, devido a importancia clinica, e em Pseudogymnoascus
destructans, que ocasiona uma doenca fatal em morcegos (White Nose Syndrome)
(VILLANUEVA et al., 2021).

No ambito taxondmico, a histdria desses dois géneros é bastante complexa. Apesar de
diversos estudos relatarem a presenca desses microrganismos no ambiente Antartico, hd muitas

lacunas a serem preenchidas, 0 que torna necessario a realizacdo de estudos mais criticos em
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relacdo a diversidade destes géneros, principalmente Pseudogymnoascus, por terem maior
ocorréncia no ambiente Antértico do que Geomyces (LUESCHOW et al., 2019; MARTORELL
etal., 2018; NEWSHAM et al., 2021; VARRELLA et al., 2021).

No que se refere a prospeccdo de enzimas, estudos com microrganismos que
apresentam adaptacGes a baixas temperaturas vem aumentando, o que tornou possivel o
conhecimento da producdo de queratinases por fungos dos géneros Geomyces e
Pseudogymnoascus. No entanto, ainda ndo foi possivel atingir a esfera comercial (FRIEDRICH
etal., 1999; GUPTA; RAMNANI, 2006; VIDMAR; VODOVNIK, 2018).

A queratina é uma proteina insoltvel e de dificil hidrélise, encontrada compondo
estruturas especializadas, tais como: cabelo, penas, cerdas, cascos de animais, unhas, entre
outras. Esta proteina é um dos principais residuos da inddstria de carne e aves, que por sua vez,
sdo setores em posicdo de destaque no cenario nacional, os quais vém aumentando
substancialmente devido ao crescimento populacional (BOHACZ et al., 2020; DUFFECK,
2020; PRECZESKI et al., 2020). Junto a isso, 0 aumento dos residuos € proporcional fazendo-
se necessario a degradacdo dos mesmos. Entretanto, no cenario atual, esses compostos sdo
degradados a partir de processos quimicos ou fisico-quimicos, que demandam um alto grau de
energia, além de muitas vezes, acabarem degradando aminoacidos essenciais, impedindo que
estes subprodutos possam ser utilizados em outros setores industriais, como o de fabricacdo de
racdes animais (GONG et al., 2020). Uma alternativa biotecnologica promissora para a
degradacdo destes residuos é a aplicacdo de enzimas queratinoliticas, pois além de ser mais
viavel economicamente, também é considerada uma opc¢ao ecoldgica e mais segura, evitando o
uso de reagentes quimicos e geracdo de gases nocivos a salde (GONG et al., 2020; GUPTA,;
RAMNANI, 2006).

Dada a relevancia dos microrganismos dos géneros Geomyces e Pseudogymnoascus
em diversas areas de importancia socioeconémica, o presente trabalho busca responder as
seguintes perguntas: Os isolados de Geomyces e Pseudogymnoascus preservados no acervo de
pesquisa da CRM-UNESP estdo identificados corretamente? Os isolados aqui estudados
possuem atividade queratinolitica com potencial biotecnolégico?

Os resultados do presente projeto poderdo auxiliar em futuros trabalhos sobre a
taxonomia desses dois géneros de microrganismos adaptados a baixas temperaturas,
proporcionar possiveis indicacdes de novas espécies, bem como servir de base para estudos

futuros de otimizacéo, caracterizacéo e aplicacdo de enzimas queratinoliticas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. O ambiente Antartico

A Antértica é a terra dos extremos. Considerada um dos menores continentes do mundo
localizada na regido polar austral e com caracteristicas climéticas que a difere substancialmente
de outros lugares do planeta. O continente Antartico € um dos Gltimos locais selvagens restantes
na terra e esta subdividido em trés sub-regides: Antartica continental, maritima e zona
subantartica (DIAZ et al., 2019; RUISI et al., 2007). A primeira apresenta condi¢Ges mais
extremas, quando comparada com as demais. Foi na Antartica continental, onde a Estacéo
Vostok esta localizada, que se registrou a menor temperatura ja observada no planeta, -89,2 °C.
Apesar desta sub-regido apresentar condicGes desfavoraveis a vida, ndo € um ambiente
totalmente indspito e é colonizado por musgos, algas e liquens. Na zona maritima encontra-se
as ilhas Shetlands do Sul, um grupo de aproximadamente mais de 20 ilhas e onde esta localizada
a llha do Rei George com aproximadamente 1.250 km?2. Nesta zona as condi¢des sdo mais
amenas, 0 que possibilita a presenca de plantas superiores como Deschampsia antarctica e
Colobanthus quitensis. A zona subantértica inclui também algumas ilhas, e, em comparagdo
com as demais sub-regides, apresenta temperaturas mais elevadas (BOLTER et al., 2002;
MENEZES et al., 2021; TURNER et al., 2009).

Durante a maior parte do ano, o continente Antartico permanece recoberto por uma
camada de gelo. No entanto, existem areas como “Os Vales Secos de McMurdo”, localizados
na Terra de Vitdria, que fogem desse padrdo, sendo uma das poucas areas livres de gelo no
ambiente Antartico. Locais diferenciados como esse, ainda foram pouco explorados, sabendo-
se pouco em relacdo as espécies ali presentes (ARENZ; BLANCHETTE, 2011; CONVEY,
2010).

O ambiente Antartico por ser um local extremo se diferencia em diversos aspectos
quando comparado a outros territorios (RUISI et al., 2007). As condigdes ambientais como, alta
incidéncia de radiacdo ultravioleta, alto nivel de salinidade, pouca disponibilidade de nutrientes,
ciclos constantes de congelamento e descongelamento, baixa disponibilidade de agua, ventos
fortes e variagbes de pH colaboram para a singularidade desse habitat e a limitagdo no
desenvolvimento de vérias formas de vida (ARENZ; BLANCHETTE, 2011; GOSTINCAR,
2010; RUISI et al., 2007). Desse modo, é baixa a diversidade tanto da fauna, quanto da flora. A
fauna do continente Antértico se limita ao ambiente terrestre a alguns vertebrados como 0s

passaros do género Chionis, passeriformes insetivoros e patos presentes nas ilhas Sul da
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Georgia e Kerguelen. N&o existem mamiferos, répteis ou anfibios nativos, e 0 ambiente terrestre
sofre forte influéncia do meio marinho que, ao contrério do primeiro, abriga varios vertebrados
como; pinguins, baleias, peixes, aves marinhas e focas (CONVEY, 2017; VARELLA et al.,
2021).

Habitats como a Antartica sdo dificeis de manter uma comunidade diversa de
organismos (ARENZ; BLANCHETTE, 2011). Por outro lado, fatores climaticos ja
mencionados aqui, acrescidos do isolamento geogréafico, baixo impacto humano e competicao
tornam este ambiente Unico e propicio para o desenvolvimento de novas espécies, visto que as
que ali habitam apresentam mecanismos e adaptacdes diferenciadas para suportarem tais
condi¢des. A busca pelo entendimento dessas adaptacfes tem direcionado cada vez mais
pesquisas nessa regido, nos permitindo compreender melhor sobre a evolucdo dos mecanismos
de resisténcia a baixas temperaturas (ARENZ; BLANCHETTE, 2011; VARELLA etal., 2021).

2.2. Microrganismos no ambiente Antartico

Anteriormente acreditava-se que ambientes como a Antartica eram inabitados, mesmo
por microrganismos. Entretanto, uma grande variedade destes individuos vem sendo descritas
todos 0s anos, com 0 avanco das técnicas moleculares este nimero tem aumentado cada vez
mais, demonstrando outro cenario, bem diferente daquele que se imaginava (GOSTINCAR et
al., 2010; HOGG et al., 2006; RUISI et al., 2007; SANTOS et al., 2020; VARELLA et al.,
2021; ZUCCONI et al., 2020). Quando pesquisas revelaram indicios de vida microbiana nesse
habitat, estudos partiram em busca de bactérias, arqueias e microalgas, acreditando ndo ser
possivel o desenvolvimento de fungos nesse local (RUISI et al., 2007). Atualmente, sabemos
que a diversidade microbiana permanente desse local compreende bactérias, protistas e fungos,
sendo este Gltimo o grupo mais diverso no ambiente antartico (CONG et al., 2020; HOGG et
al., 2006; MENEZES et al., 2021; VARELLA et al., 2021). Os fungos desempenham um papel
fundamental neste habitat, principalmente para o funcionamento dos ciclos biogeoquimicos e
da teia alimentar marinha, e isso se deve ao sucesso reprodutivo e sobrevivéncia desses
microrganismos que por sua vez ocorre gracgas as adaptacoes fisiologicas as baixas temperaturas
(URBINA et al., 2021; VARELLA et al., 2020).

Aumento de componentes intracelulares, como a trealose (acucar envolvido na
prevencdo da formacdo de cristais de gelo) ajudam na resisténcia do microrganismo ao frio.

Também sdo adaptacGes que contribuiram para o sucesso dos microrganismos no ambiente
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Antértico o aumento de poliois, producdo de melanina, estabilidade e fluidez da membrana
plasmética, enzimas adaptadas a baixas temperaturas e maiores concentracbes de lipidios
insaturados na membrana, (BARATO, 2014; D’ELIA et al., 2009; DUARTE et al., 2018b;
WENTZEL et al., 2019

Os fungos ganham destaque entre os microrganismos adaptados a baixas temperaturas
por terem desenvolvido uma extraordinaria resisténcia a todas as caracteristicas peculiares deste
habitat, sendo frequentemente encontrados nos mais diversos locais, desde areas com clima
mais brando até os mais extremos. Estes microrganismos, ja foram descritos em amostras de
neve, solo, rochas, plantas e animais (MENEZES et al., 2021; SHI et al., 2021).

Organismos que vivem nessas condicdes de temperatura podem ser considerados
psicréfilos ou psicrotolerantes. Os dois grupos sobrevivem a temperaturas abaixo de 0 °C, mas
0 primeiro tem sua faixa de temperatura 6tima de crescimento em até 15 °C. Ja os
psicrotolerantes apresentam temperaturas 6timas de crescimento que variam de 25 °C a 30 °C,
sendo amplamente distribuidos na natureza (PESCIAROLI et al., 2012; SUYAL et al., 2021).
No caso dos fungos psicréfilos e psicotolerantes, esses ocorrem na Antartica, seja na por¢do
terrestre, marinha ou associados a outros organismos, como invertebrados e plantas (DUARTE
et al., 2018a; UPSON, 2009; WENTZEL et al., 2019). E possivel que esses fungos
desempenhem um papel importante na ciclagem de nutrientes e mineralizacdo da matéria
organica nesses ecossistemas (MARTORELL et al., 2019).

A maior parte dos fungos reportados na Antartica pertence ao filo Ascomycota
(ARENZ; BLANCHETTE, 2011; DING et al., 2016; DUARTE et al., 2018; GONCALVES et
al., 2012; HENRIQUEZ et al., 2014; LOQUE et al., 2010; MENEZES et al., 2021; ROSA et
al., 2010; SHI et al., 2021; WENTZEL et al., 2019). Entretanto, outros filos também ja foram
reportados, como Chytridiomycota, Mucoromycota e Basidiomycota (DURAN et al., 2019;
GOMES et al., 2018; JOHNSON et al., 2013; ROSA et al., 2010; RUISI et al., 2007). Essa
diversidade se deve a capacidade dos fungos de suportarem condi¢des extremas, algo que
muitos eucariotos ndo conseguem (RUISI et al., 2007; GOSTINCAR et al., 2010). Embora
fungos filamentosos ganharam destaque, ainda faltam estudos sobre a abundancia de alguns
desses grupos na Antartica (STERFLINGER; TESSEI; ZAKHAROVA, 2012). Os mais
frequentemente encontrados sdo: Cadophora, Cladosporium, Geomyces, Mortierella,
Penicillium e Pseudogymnoascus. O ultimo género e Geomyes foram isolados em maior

abundancia em diferentes amostras da Antartica, 0 que sugere que esses fungos provavelmente
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apresentam diferentes mecanismos para suportar ambientes extremos (ARENZ e
BLANCHETTE, 2011; DEL FRATE; GILICHINSKY et al., 2005; GOMES et al., 2018;
KOCHKINA et al., 2012; POVEDA et al., 2018; RUISI et al., 2007; SANTOS et al., 2020;
VIEIRA et al., 2018; VISHNIAC, 1995; WENTZEL et al., 2019).

2.3. Geomyces e Pseudogymnoascus

Ambos os géneros sdo fungos filamentosos pertencentes ao filo Ascomycota,
considerados saprotréficos e frequentemente encontrados em solos, sedimentos marinhos,
algas, invertebrados, angiospermas, insetos, mamiferos entre outros (DUARTE et al., 2018;
HUEBSCHMAN et al., 2019; URBINA et al., 2021; VERANT et al., 2017; WENTZEL et al.,
2019). Séo caracterizados como psicrotolerantes (Geomyces) e psicréfilos (Pseudogymnoascus)
no entanto, no caso dos Pseudogymnoascus, estudos mais recentes observaram que nem todas
as espécies desse género apresentam essa caracteristica (SHI et al., 2021). Raramente foram
observados em ambientes subtropical e tropical (LUESCHOW et al., 2019; VERANT et al.,
2017).

Representantes desses géneros vém sofrendo desde sua descoberta inimeras alteracfes
na sua classificacdo. Inicialmente eram membros da familia Myxotrichaceae e ap0s analises de
Minnis e Lindner (2013), as quais corroboraram a estreita relacdo entre os dois géneros, ambos
foram alocados na familia Pseudeurotiaceae. Estudos recentes apontam a possibilidade da
familia Thelebolaceae e Pseudeurotiaceae serem sinbnimos, mas até 0 momento permanecem
distintas (EKANAYAKA et al., 2019; ZHANG et al., 2020). A classificacdo quanto a ordem
era incerta, mas atualmente fazem parte da ordem Thelebolales e classe Leotiomycetes
(MINNIS; LINDNER, 2013; ROYAL BOTANIC GARDENS KEW, 2019; ZHANG et al.,
2020). E importante destacar que a familia Thelebolaceae tem grande relevancia na ordem
Thelebolales por compreender véarias espécies capazes de produzir proteinas anticongelantes,
proteinas de ligacdo ao gelo e alguns metabdlitos secundarios com alto potencial para a
exploracdo biotecnologica.

Anteriormente a classe Leotiomycetes era caracterizada por compreender
microrganismos que possuiam ascomas em forma de apotécio, mas conforme os avangos das
técnicas moleculares, atualmente sabe-se que as estruturas reprodutivas dos fungos

compreendidos nesta classe podem ser muito mais diversificadas (JOHNSTON et al., 2019).
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Fungos situados nesta classe sdo ecologicamente diversos visto que essa € uma das
classes mais amplas do subfilo Pezizomycotina, que por sua vez, € um dos grupos mais
diversificados dentro do filo Ascomycota. Os microrganismos compreendidos nesta
classificacéo, distribuem-se nos mais variados habitats com temperaturas baixas e predominam
em ambientes extremos, como o da Antartica. Corroborando com este estudo que demonstra a
grande diversidade ecoldgica dos géneros Geomyces e Pseudogymnoascus (HAYES, 2012).
Até o presente momento, a classe Leotiomycetes compreende 19 ordens e 54 familias
(JOHNSTON et al., 2019; ZHANG et al., 2020).

Além da problematica em relacdo a familia, a historia taxonémica destes grupos é
complexa e ocorreu de forma vagarosa, até o final do século XX apenas quatro espécies eram
conhecidas. Espécies descritas hoje como Pseudogymnoascus destructans e Pseudogymnoascus
pannorum, também pertenceram ao g@género Geomyces. No entanto, mesmo sendo
filogeneticamente préximos, andlises genéticas baseadas na espécie tipo de Geomyces
(Geomyces auratus) revelaram que ainda existem espécies de Geomyces que ndo se agrupam
com Pseudogymnoascus, portanto, sdo grupos distintos e ndo podem ser considerados
congéneros. Essas questdes tornaram dificil a compreensdo desses grupos de fungos, sendo
necessaria a realizacdo de mais estudos acerca das relacbes de parentesco dos mesmos
(MINNIS; LINDNER, 2013).

Pseudogymnoascus € um género diverso, com vinte e trés espécies descritas.

Pseudogymnoascus alpinus, P. antarcticus, P. australis, P. appendiculatus, P. bhattii, P. carnis,
P. catenatus, P. caucasicus, P. destructans, P. fujianensis, P. griseus, P. guizhouensis,
P. lanuginosus, P. lindneri, P. palmeri, P. pannorum, P. roseus, P. shaanxiensis, P. sinensis,
P. turneri e P. verrucosus, P. yunnanensis e P. zhejiangensis (CROUS et al., 2019; CROUS et
al., 2020; MINNIS; LINDNER, 2013; RICE; CURRAH, 2006; SAMSON, 1972;
VILLANUEVA et al., 2021; ZHANG et al., 2020; ZHANG et al., 2021). A espécie tipo do
género é P. roseus, e possivelmente varias outras espécies aguardam a descricdo (MINNIS;
LINDNER, 2013).

Alguns membros desse género sdo caracterizados como psicrofilos com méaxima
temperatura de crescimento a 20 °C e étima de 15 °C. Possuem aspecto filamentoso e hifa
hialina. Podem apresentar tanto a fase sexuada, quanto a assexuada. A primeira é caracterizada
pela presenca de ascosporos fusiformes a esféricos (Figura 1), de coloracgdo inicialmente branca

e, conforme o tempo de cultivo, a coloracdo varia de espécie para espécie.
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Figura 1- Ascésporos esféricos de Pseudogymnoascus appendiculatus. Fonte: Rice e Currah (2006)

A fase assexuada é representada por conidioforos ramificados, espiralados, suportando

conidios hialinos que variam de subglobosos a piriformes (Figura 2). A textura da parede do
conidio varia de lisa a rugosa. Esses fungos também apresentam hifas de coloragéo hialina e de
parede fina que dao origem aos artroconidios (outra caracteristica do género). Os conidioforos
sdo ramificados e apresentam conidios de origem blastica. Uma caracteristica diagndstica de P.
destructans é o conidio assimétrico, curvado, similar a uma virgula e de parede lisa (Figura 3)
(BLEHERT et al., 2009; CAMPBELL et al., 2020; CHATURVEDI et al., 2010; GARGAS et
al., 2009; MINNIS; LINDNER, 2013; RICE; CURRAH, 2006; VERANT et al., 2017;
VILLANUEVA et al., 2021).

Figura 2- Conidiéforos ramificados com conidios piriformes de Geomyces sp. Fonte: Rice e Currah
(2006)

16



Figura 3- Conidio assimétrico de Pseudogymnoascus destructans. Fonte: Garzoli et al. (2019)

it~ g &

Pseudogymnoascus destructans é é espécie oﬁde existe maior conhecimento sobre suas
caracteristicas, devido a patogenicidade e importancia ecologica que ela possui como agente
etiologico da “Sindrome do Nariz Branco” (White Nose Syndrome — WNS), uma doenca
emergente letal que ataca as areas cutaneas de morcegos, mais especificamente as orelhas,
focinhos e asas (Figura 4). A primeira vez que este fungo foi detectado foi no ano de 2006 no
estado de Nova York. A partir de entdo comecgou-se a observar a dispersdo deste micro-
organismo pela América do Norte causando o declinio de vérias espécies de morcegos enquanto
hibernavam (BLEHERT et al., 2009; CAMPBELL et al., 2020; LANGWIG et al., 2016;
LUESHOW 2019; MINNIS; LINDNER, 2013; RICE; CURRAH, 2006).

Figura 4 - Pseudogymnoascus destructans colonizando focinho e asas de morcegos. Fonte: Frick et
al. (2010 e 2016)
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Um ponto interessante a se destacar sobre esses microrganismos, € que apesar de ainda
serem caracterizados como psicroéfilos, estudos recentes que buscam compreender a dispersao
deste fungo entre morcegos, mostraram in vitro que conidios vidveis conseguem sobreviver até
150 dias entre 25°C e 30°C, e em cavernas onde ha umidade elevada e temperaturas baixas, até
dois anos. No entanto, ainda ndo se pode afirmar se estes fungos conseguem sobreviver em
morcegos ativos (CAMPBELL et al., 2020).

O género Geomyces compreende cinco espécies, a espécie tipo Geomyces auratus e as
espécies, G. pulvereus, G. laevis, G. guiyangensis e G. fujianensis. Apresenta fase assexuada,
assim como Pseudogymnoascus. Os conidios podem variar dependendo da espécie, mas no
geral apresentam hifas hialinas, formando ramificacdes que comportam os conidios também
hialinos. Esses geralmente sdo ovoides (HAYES, 2012; MINNIS; LINDNER, 2013; VERANT
et al., 2017). Devido a realocacao de algumas espécies desse género para Pseudogymnoascus,
muitas caracteristicas se confundem na literatura e, provavelmente, ndo compreendem o género
em si, dificultando as descri¢Bes e conhecimento das espécies (HAYES, 2012). Assim, estudos
da morfologia e filogenia desses géneros sdo necessarios para que se possa compreender as

diferencas entre eles e as relacGes de parentesco.

2.4. Queratinas e queratinases

A queratina é uma importante proteina natural do grupo das escleroproteinas com
funcBes estruturais e protetoras. E a principal constituinte de unhas, chifres, escamas, penas e
bicos de aves, cascos, cabelo, 13 e pele de mamiferos. Possui conformacéo complexa, é fibrosa,
insoltvel e de alta estabilidade (BOHACZ et al., 2020; CORTEZI, 2009; DUFFECK, 2020;
HASSAN et al.; 2020; PRECZESKI et al., 2020; SHARMA et al., 2018). E o terceiro polimero
natural de degradacdo mais dificil no mundo depois da celulose e quitina, além de ser o principal
componente de estruturas como; penas, calos, unhas, conchas, chifres, cascos de animais,
cerdas, bico de passaros, cabelo, 1& e camada epidérmica (BOHACZ et al., 2020; CORTEZI,
2009; DUFFECK, 2020; GONG et al., 2020; GUNES et al., 2018; PENG et al., 2019).

A estrutura da queratina é mantida por multiplas interacdes como interacéo hidrofébica,
ligacOes dissulfeto extensas, ligacbes de hidrogénio e ligacOes cruzadas, além de possuirem
fibrilas contorcidas de maneira paralela que formam micro e macro fibrilas, conferindo assim a
estabilidade a fibra (GONG et al., 2020; GUPTA; RAMNANI, 2006).
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Com base na estrutura secundaria das cadeias polipeptidicas, a queratina e dividida em
dois grupos, o -queratinas (cabelo e 1d) e S -queratinas (penas), que por sua vez também sdo
divididos em &cidos e basicos com pesos moleculares distintos (GUNES et al., 2018; HASSAN
et al., 2020; MARTINEZ et al., 2020). Em relacdo ao contetdo de cisteina e enxofre, podem
ser classificadas em soft queratina (<10% de cisteina) (pele e cabelo) cuja sua resisténcia a
agentes quimicos é menor, assim como o teor de ligacBes dissulfeto, gerando maior
flexibilidade para a proteina, e hard queratina (10-14% de queratina) (pena, cabelo e unha)
possuindo um alto teor de ligacdo dissulfeto, conferindo maior rigidez (DUFFECK, 2020;
GUNES et al., 2018; JIN et al., 2017).

A «-queratina, principal proteina das unhas, cascos e chifres de mamifero € rica em
residuos de cisteina e possui conformacdo estrutural em « -hélice, estabilizada por pontes de
hidrogénio que juntamente com esses aminoacidos formam pontes dissulfeto, concedendo
assim, uma das propriedades bioldgicas mais importantes da « -queratina, a insolubilidade e
resisténcia a estiramento. Em comparacdo com outras queratinas, esta possui um baixo teor de
enxofre na sua estrutura e seu peso molecular varia entre 60-80 kDa (MARTINEZ et al., 2020).

Devido a conformacao complexa da queratina, sua estrutura, composicao, configuragdo
molecular, recalcitrancia e fortes ligacbes quimicas e interacdes hidrofobicas, a degradacédo
pelas enzimas proteoliticas comumente conhecidas como a tripsina, pepsina e papaina nao
ocorrem de forma satisfatoria. Por outro lado, apesar da complexidade e rigidez desta molécula,

residuos queratinosos podem ser degradados por micro-organisos, incluindo os fungos
(CORTEZI et al, 2009; GONG et al., 2020; GUPTA; RAMNANI, 2006).

As queratinases (EC 3.4.4.25) sdo um importante grupo de enzimas queratinoliticas
robustas, com variadas propriedades bioquimicas, pertencentes em sua maioria, a familia das
serinas, cisteinas e melato proteases (VIDMAR; VODOVNIK, 2018). Sdo sintetizadas
principalmente por fungos filamentosos, leveduras, actinomicetos e por algas marinhas
(EMERSON, 2011; GUNES et al., 2018; SRIVASTAVA et al., 2020). Sao principalmente
extracelulares com um peso molecular variando entre 30 e 90 kDa (SRIVASTAVA et al., 2020).
A maioria destas enzimas é monomeérica, embora haja excecdes, e responsaveis pela catalisagdo
da hidrélise das ligacbes peptidicas nas queratinas (EMERSON, 2011; VIDMAR;
VODOVNIK, 2018).

As queratinases pertencem ao Unico grupo de proteases com ampla faixa de

temperatura e pH que permite a degradacdo completa de proteinas complexas e recalcitrantes,
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tornando seu papel fundamental na desestabilizagc&o dos arranjos de queratina (PRECZESKI et
al., 2020; VIDMAR; VODOVNIK, 2018). O mecanismo que envolve estas enzimas é complexo
e compreende sistemas sulfitoliticos e proteoliticos (GUPTA; RAMNANI, 2006).

Em relacdo as outras proteases, estas enzimas possuem alguns avancos em termos de
estabilidade, ampla faixa de pH em condicdo alcalina, e de temperatura. S&o
predominantemente ativas na presenca de substratos queratinosos, quando entdo agem na
quebra das ligacOes peptidicas presentes na estrutura da queratina, convertendo-a em formas
simplificadas e liberando aminoacidos simples e livres que podem ser utilizados em diversos
segmentos industriais (ABIRAMI et al., 2020; SRIVASTAVA et al., 2020).

2.5. Aplicacgdes das queratinases

O aumento da populacéao global levou a uma demanda crescente de produtos como carne
e aves, consequentemente seus residuos, como a queratina, estdo se acumulando cada vez mais
no ambiente, principalmente sob a forma de pelos e cabelos (PENG et al., 2019).

Dentro desta demanda, a industria de aves ganha destaque pois vem colocando nos
ultimos anos o Brasil entre os paises que mais exportam a carne de frango em todo o mundo
(BERRES, 2021). No ultimo trimestre de 2021 houve um aumento de 7,8% em comparagdo
com o0 mesmo periodo do ano anterior em relacdo a exportacdo. Segundo dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no 4° trimestre de 2021 foram abatidos 1,54
bilhGes de frangos, 2,8% a mais que no ano de 2020, isso resultou no segundo melhor 4°
trimestre desde 1997. Esses dados demonstram o crescente aumento do setor aviario no pais, e
como consequéncia deste processo ha a geracdo em altas quantidades de subprodutos da
industria aviaria, que consiste em penas, visceras, 0ssos, efluentes e residuos que possuem uma
lenta degradacéo e acabam por serem prejudiciais ao ambiente (BERRES, 2021; LIMA et al.,
2020).

Considerando que as penas de aves representam cerca de 8% do peso total do animal
vivo, ela é um dos principais residuos agroindustriais deste crescente setor. Toneladas destes
residuos sdo descartados por dia e como sua composicdo € quase que exclusivamente por
queratina, aproximadamente 90%, a degradacdo deste residuo é mais lenta, cara e dificil
(BERRES, 2021; DUFFECK, 2020).

Atualmente as industrias ainda tratam estes residuos a partir de processos quimicos e

fisico-quimicos, que além de possuirem um alto custo energético, sdo processos que produzem
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gases nocivos a salde e ao ambiente. No entanto, a aplica¢do de enzimas tem se destacado como
uma técnica promissora capaz de reduzir os custos do processo, aumentar a digestibilidade e
biodisponibilidade de aminoacidos essenciais que sdo degradados nas outras formas de
tratamento, agregando valor econémico e nutricional, visto que os residuos sdo convertidos
muitas vezes em farinhas de penas para complementacdo de racdo animal. Além disso, a
utilizacdo de enzimas queratinoliticas é sustentavel e ja tem se mostrado eficiente em diferentes
campos melhorando a eficiéncia catalitica e reduzindo a polui¢do ambiental (BERRES, 2021;
GUPTA; RAMNANI, 2006; GONG et al., 2020).

Além disso, as queratinases destacam-se entre as proteases pela capacidade de
hidrolisar a queratina e gerar subprodutos que podem ser aplicados em varios segmentos.
Também se sobressaem por possuirem atividade bioldgica, biocompatibilidade,
biodegradabilidade e durabilidade mecénica, além da capacidade de facilitar a adeséo e
proliferacdo celular. Propriedades essas que contribuiram para o desenvolvimento de diversos
materiais a base dessa proteina e que podem ser empregados nos setores médicos, agricolas, de
cosméticos, producdo de ragbes animais, industria de detergentes, couro, farmacéutica, bem
como na fabricagéo de colas e limpeza de 18 e seda (GUPTA; RAMNANI, 2006; SINKIEWICZ
etal., 2017).

Alguns estudos reportam a queratinase como uma enzima promissora no
desenvolvimento de tecnologias verdes para utilizacdo na reciclagem de residuos téxteis,
indUstrias de couro e producdo de aditivos para detergentes (GUPTA; RAMNANI, 2006;
GONG et al., 2020). No entanto, segundo Gong et al. (2020) a otimizacéao e producéo em larga

escala dessa enzima ainda é um desafio.
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3 OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Autenticar e avancar na taxonomia dos fungos dos géneros Geomyces e
Pseudogymnoascus que fazem parte do acervo CRM-UNESP previamente identificados como
pertencentes a estes géneros, bem como investigar a capacidade dos isolados representantes de

morfotipos distintos para producdo de enzimas queratinoliticas.

3.2. Objetivos especificos

e Identificar os morfotipos distintos dos isolados identificados como Geomyces e
Pseudogymnoascus;

e Autenticar e avancar na taxonomia dos isolados identificados como Geomyces e
Pseudogymnoascus com base no sequenciamento dos marcadores ITS e MCM7;

e Avaliar qualitativamente a producéo de queratinase em meio contendo residuos avicolas
(penas de frango);

e Avaliar quantitativamente a atividade de queratinase em meio contendo residuos
avicolas (penas de frango).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1. Origem e reativacgado dos isolados

Foram avaliados no presente estudo um total de 86 fungos filamentosos previamente
identificados como pertencentes aos géneros Geomyces (n = 19 isolados) e Pseudogymnoascus
(n=67), os quais foram isolados em trabalhos prévios do grupo de pesquisa a partir de diferentes
substratos marinhos e terrestres coletados em nove pontos distribuidos pela Baia do
Almirantado na Ilha Rei George (Figura 5) (DUARTE et al., 2018; WENTZEL et al., 2019).
Os isolados estdo depositados na colecao de pesquisa do Laboratdrio de Micologia Industrial e
Ambiental (LAMAI), a qual esta associada a CRM-UNESP (Instituto de Biociéncias Campus
de Rio Claro, SP) e estdo preservados em dois métodos distintos: agua destilada esterilizada
(mantidos a 8 °C) e criopreservacao em glicerol 10% a -80 °C.

Para o desenvolvimento do presente estudo, os isolados foram reativados em Agar
Malte 2 % [(MA2%: extrato de malte 20 g L™ (Acumedia) e agar 15 g L™ (Acumedia)]. O
processo de reativacdo compreendeu a transferéncia de fragmentos e conidios dos fungos
preservados para placas de Petri contendo meio MA2% suplementado com 150 pg mL™? de

cloranfenicol (Sigma). Os fungos foram incubados a 15 °C, durante 15 dias no escuro.

Figura 5 — Local de coleta das amostras na Baia do Almirantado, Ilha Rei George, Antéartica. Fonte:
Elaborado por Elisa P. Pellizer e lago Nepomuceno Duarte.
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4.2. Purificacdo e manutengéo dos isolados

Apds o processo de reativacao, o método de cultura monospérica em meio MA2% foi
utilizado para a checagem de pureza das culturas. Essas por sua vez, foram transferidas para
tubos inclinados contendo o mesmo meio, formando a colecédo de trabalho mantida a 15 °C com
repiques realizados de seis em seis meses (Figura 6). Todas as culturas consideradas axénicas

foram novamente preservadas nos métodos descritos no item 3.1 (para renovacao da coleg&o).

Figura 6 — Colecéo de trabalho mantida a em meio MA2% a 15 °C. Fonte: Arquivo pessoal.
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4.3. Analise macromorfologica

A triagem morfoldgica foi realizada para um total de 83 isolados, onde foram
analisados a forma, a coloracgdo e os diferentes estagios de crescimento destes microrganismos.
Este altimo aspecto foi analisado de forma visual considerando o diametro (VALOR) da placa
de Petri. A partir disso, os estagios foram divididos em trés: lento, médio e acelerado. O primeiro
compreendeu agueles microrganismos que cresceram abaixo da metade da placa de Petri,
durante o periodo de 15 dias. Para o médio foi considerado um crescimento de até metadeda
placa, e o acelerado compreendeu os isolados que conseguiram crescer acima da metade da
placa de Petri, no periodo de incubacdo. Os fungos que apresentaram caracteristicas

semelhantes foram agrupados no mesmo morfotipo.
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4.4. Andlise molecular: extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento

Para a extracdo do DNA gendémico dos fungos foi utilizado o método CTAB (Brometo
de cetrimbnio), como descrito em Lacerda et al. (2018). Para tanto, o micélio dos fungos,
crescidos previamente durante 15 dias em meio MA2%, foi submetido a maceracdo para o
rompimento das células utilizando microesferas de vidro em solugdo de lise e incubacéo a 65
°C durante 30 min. Em seguida, a fase organica foi separada utilizando cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 14.000 g durante 10 min
para obtencdo do extrato bruto do DNA genémico na parte superior da amostra. O DNA foi
entdo precipitado com acetato de sédio 3M e isopropanol 100% e, posteriormente purificado
com sucessivas lavagens em etanol 100% e 70%. Por fim, foi adicionado 30 pL de solucéo Tris-
EDTA (TE) para a suspencdo do DNA, o qual foi armazenado a -20 °C.

O DNA gendmico foi utilizado para a amplificagcdo de dois marcadores taxondmicos:
regido ITS (Internal Transcribed Spacer) e a proteina de manuten¢do do minicromossomo 7
(MCMT). Foram utilizados 0S pares de primers ITS5
(5’GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG3’) e ITS4 (5TCCTCCGCTTATTGATATGC3’)
(WHITE et al., 1990) e Mcm7-709for (5’ACIMGI GTI TCV GAY GTH AAR CC3’) e Mcm7-
1348rev (5’GAY TTD GCI ACI CCI GGR TCW CCC AT3’) (SCHMITT et al., 2009). A
reacao de amplificacdo com o marcador ITS foi elaborada com um volume final de 25 L, sendo
8,8 UL de agua ultrapura estéril; 5 uL de tampéao 5X; 4 uL de dNTPs [1.25 mm cada]; 2uL de
MgCI2 [25 mm]; 1 pL de BSA [1 mg mL™]; 1 uL de cada primer [10 um]; 0,2 uL de Taq
polimerase [5 U uL ] e 2 uL do DNA gendmico diluido [1:100]. As condigGes de amplificacdo
foram: 94 °C/3 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C/1 min, 55 °C/1 min e 72 °C/2min (SCHOCH
etal., 2012). A reacdo de amplificacdo com o marcador MCM?7 sofreu algumasalteraces apds
testes realizados no laboratorio em busca de um melhor aproveitamento do processo. O volume
final utilizado permaneceu 25 uL, sendo 8,3 pL de &gua ultrapura estéril; 5 uL de tampédo 5X;
4 pL de dNTPs [1.25 mm cada]; 3 pL de MgCI2 [25 mm]; 1 uL de BSA [1 mg mL™]; 1,25 L
de cada primer [10 um]; 0,2 pL de Taq polimerase [5 U uL™?] e 1 L doDNA gendémico diluido
[1:100]. As condicdes de amplificacdo para este marcador foram: 94
°C/10 min, seguido por 38 ciclos de 94 °C/45 s, 56 °C/50 s, 72 °C/1 min e 72 °C/5 (SCHMITT
et al., 2009).

Os amplicons foram purificados utilizando o Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-up

System (Promega), seguindo o protocolo do fabricante. Para a confirmacdo da presenca do
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DNA, foi preparado um gel de agarose 1% em tampé&o TBE e a eletroforese foi realizada com
0 mesmo tampé&o. A solugéo inserida nos pocos do gel compreendeu 2 pL de DNA genémico e
2 UL de Loading Dye, suplementado com solugdo de GelRed (diluida 1:500). Apds a insercao
dos amplicons nos pocos, foi realizada a eletroforese e os resultados foram observados no
transluminador, sob luz ultravioleta. Para quantificar e verificar a pureza, os produtos de
amplificacdo foram analisados no NanoDrop 2000 (ThermoFisher).

As sequéncias forward e reverse foram amplificadas com BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Thermo Fisher Scientific), geradas no sequenciador automatico ABI 3500
(Life Technologies) e reunidas em sequéncias consenso utilizando o software BioEdit v.7.1.3
(HALL, 1999). As condicdes das reacbes de sequenciamento foram: 95 °C/1min, seguidos de
28 ciclos a 95 °C/15s, 50 °C/45s e 60 °C/4min.

4.5. Analises filogenéticas

Regides consenso foram adicionadas ao conjunto de sequencias utilizados por Minnis;
Lindner (2013), Lueschow et al. (2019) e Zhang et al. (2020) via Genbank e alinhadas no
programa MUSCLE (EDGAR, 2004) implementado no software MEGA v. 7 (KUMAR et al.;
2016). O conjunto de dados compreendeu, portanto, as sequéncias obtidas da literatura, e as
geradas pelo presente estudo.

A analise multigene de Inferéncia Bayesiana (BI) com o auxilio do método da cadeia de
Markov Monte Carlo (MCMC) foi realizada. MrMODELTEST (NYLANDER, 2004) foi
utilizado para selecionar o modelo de substituicao de nucleotideos para analise de Bl. Os
modelos foram estimados separadamente para cada regiao génica. Os valores de
verossimilhan¢a foram calculados e 0 modelo selecionado de acordo com Akaike Information
Criterion (AIC). Os modelos de evolugao selecionados para cada regidao génica foram
SYM+I+G para ITS e SYM+G para mcm7. A analise de Bl foi concluida com MrBayes v.3.1.1
(RONQUIST et al. 2012). As quatro cadeias MCMC foram conduzidas simultaneamente,
iniciando as arvores aleatoriamente até 107 de geragoes. As arvores foram amostradas a cada
1000 geragoes, resultando em 10000 arvores. As primeiras 2500 arvores foram descartadas da
analise. Os valores de probabilidade posterior (RANNALA; YANG, 1996) foram determinados
a partir da arvore consenso através das 7500 arvores remanescentes. A convergéncia dos logs
de verossimilhanga foi analisada com o software TRACER v. 14.1 (RAMBAUT,
DRUMMOND, 2013). A arvore foi visualizada e editada via iTOL v.4.0 (LETUNIC; BORK,
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2019). Pseudeurotium hygrophilum foi utilizado como grupo externo (outgroup) para a anélise
com o marcador ITS e isolados de Solomyces sp. foram utilizados como grupo externo
(outgroup) na analise concatenada.

4.6. Avaliacéo da producao de queratinases
4.6.1. Farinha de penas

As penas de aves utilizadas neste estudo foram coletadas e cedidas pela Empresa
Fricok, localizada em Rio Claro, Sdo Paulo. Estas por sua vez passaram por um processo de
limpeza com algumas modificac6es, descrito por Haq et al. (2020). Inicialmente as penas foram
lavadas em &gua destilada morna repetidas vezes, os residuos remanescentes foram retirados de

forma manual e as penas cortadas em pequenos pedacos (Figura 7).

Figura 7— Limpeza manual das penas cedidas pela Empresa Fricock. Fonte: Arquivo pessoal

Posteriormente, as penas foram imergidas em uma solugdo mista contendo
cloroférmio:metanol (1: 1) por um dia (Figura 8), e depois em outra solucdo de acetona:
cloroférmio:metanol (1: 4: 3) pelo periodo de mais um dia. As penas foram lavadas diversas
vezes com 4gua destilada para a remocao de todos os residuos dos solventes, autoclavadas e
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secas em estufa a 50 °C. Em seguida foram processadas em um liquidificador industrial e

armazenadas em recipientes estéril a -20 °C.

Figura 8- Imersdo das penas em solucéo com cloroférmio e metanol. Fonte: Arquivo pessoal.

T

4.6.2. Avaliacdo qualitativa da producéo de queratinase

Uma triagem inicial em meio sélido foi realizada para detectar a producdo de
queratinase. Para tanto, foi utilizado o meio minimo contendo (g/l); NaCl 0,5; KH2PO4 0,7
K2HPO; 1,4; MgS04.7H,0 0,1: pH 7,0; Agar bacteriolégico, 15 g e Farinha de penas 10 g
(FATTAH et al., 2018). O preparo foi autoclavado a 121 °C por 15 minutos. Este mesmo meio
foi vertido em placas de Petri e um cilindro (0,5 mm de diametro) de cada fungo representante
de cada morfotipo, foi transferido para estas mesmas placas e incubados a 15 °C por 15 dias. A
presenca de queratinase foi determinada com base no crescimento das col6nias nas placas apos

0 periodo de incubacéo.
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4.6.3. Determinacéo da atividade enzimatica

Para a producao enzimatica, cinco cilindros (0,5 mm de didmetro) de cada isolado com
resultado positivo na analise qualitativa foram inoculados em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL do meio liquido minimo com adicao de penas, previamente autoclavado (g/l):
NaCl 0,5; KH2PO4 0,7, KaHPO4 1,4; MgS04.7H20 0,1: pH 7,0; e Farinha de penas 10 g. Os
experimentos foram realizados em triplicata e incubados por 7 dias a 15 °C, sob agitacdo de
120 rpm.

A atividade enzimatica foi determinada de acordo com Anbu et al. (2007) onde 0,2 mL
do caldo bruto (filtrado) foi adicionado a uma solucéo contendo farinha de penas (20 mg) e 3,8
mL de Tampé&o TrisHCI 100 mM (pH 7,8). A reacdo foi incubada por 2 h a 15 e a 37 °C. Ap0s
este periodo as amostras foram refrigeradas a 4 °C por 10 min e centrifugadas a 4 °C por 10 min
a 10.000 g. A quantificagdo da atividade enzimatica foi realizada em espectrofotdmetro a 280
nm, comparando os resultados dos experimentos com o branco gque continha farinha de penas e
tampdo. O aumento de 0,100 na absorbancia foi considerado como uma unidade de atividade

enzimética (1 KU = 0,100 absorbéncia). A atividade enzimatica foi expressa em U mL™.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Analise macromorfologica

Do total de 86 isolados presentes no acervo de pesquisa do Laboratdrio de Micologia
Ambiental e Industrial - LAMAI (CRM-UNESP), 83 estavam viaveis e cresceram em meio de
cultivo MA2%. Apenas trés isolados ndo cresceram, a saber: LAMAI 530, LAMAI 1776 e
LAMAI 1987 (Tabela 1).

Com base nos critérios macromorfologicos dos 83 isolados recuperados, 80 foram
considerados como pertencentes aos géneros Geomyces e Pseudogymnoascus e apenas trés
isolados (LAMAI 570, LAMAI 1347 e LAMAI 1904) apresentaram caracteristicas distintas
destes géneros, como estruturas reprodutivas, textura e coloracdo das col6nias. Tal resultado
nos indicou que esses isolados pertencem a outros géneros e que possivelmente foram
identificados erroneamente no passado ou provavelmente ocorreu uma contaminagédo durante o

processo de preservacao.

Tabela 1 — Isolados analisados e seus respectivos dados de viabilidade, coleta e identificacdo ap6s
analises filogenéticas.

Cédigo

LAMAI ID inicial Viabilidade Ponto de coleta Local de coleta Substrato Identificagdo atual

503 Geomyces sp. Sim P(&;zljggg ssu;‘?zl:i)l&lgr Punta Plaza Liquen Pseudogymnoascus sp.
. P3- Peninsula Keller .
507 Geomyces sp. Sim (362"85 !Sssu8324le\)v§ Punta Plaza Liquen Pseudogymnoascus sp.
508 Geomyces sp. Sim P(&;zljg?g ssuggzlﬁ)l&lle):r Punta Plaza Liquen Pseudogymnoascus sp.
512 Geomyces sp. Sim P(S’é—zlzggjgssu;gzﬁil\lgr Punta Plaza Liquen Pseudogymnoascus sp.
524 Geomyces sp. Sim P(?’é'zfgg ,IS SSUQ%EFVU?’ Punta Plaza Liquen Pseudogymnoascus sp.
525 Geomyces sp. Sim P(S;—zljgg\!gssugg;ﬁ)l&l;)er Punta Plaza Liquen Pseudogymnoascus sp.
P6- Oceano
530 Geomyces sp. Néo (62°05'130"S EACF! Estrela do mar NI
58°23'536"W)
539 Geomyces sp. Sim P(s’é—zlfgg,lgssu;leiwgzr Punta Plaza Salpa sp. Pseudogymnoascus sp.
541 Geomyces sp. Sim P(%ZPSQIS ssugglleﬁggzr Punta Plaza Liquen Pseudogymnoascus sp.
548 Geomyces sp. Sim Pé;g?'g 55“8'32'2?\3? Punta Plaza Salpa sp. Pseudogymnoascus sp.
P6- Oceano Pseudogymnoascus
560 Geomyces sp. Sim (62°05'130"S EACF Nacella concina ver?gcosus
58°23'356"W)
567 P.destructans Sim P(%_zfgg ,Ig ssuglleiraler Punta Plaza Liquen Pseudogymnoascus sp.
570 Geomyces sp. Sim P(%—zfggjgssuglezleii}ir Punta Plaza Anfipode NP
575 Geomyces sp. Sim Pé—zlzggfgs;ugloazlﬁilgr Punta Plaza Madeira Pseudogymnoascus sp.
- P3- Peninsula Keller Pseudogymnoascus

580 Geomyces sp. Sim (62°05'S 58°24'W) Punta Plaza Salpa sp. VeITUCOSUS

589 Geomyces sp. Sim P3- Peninsula Keller Punta Plaza Liquen Pseudogymnoascus sp.
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608

1347

1348

1382

1383

1384

1385

1386

1388

1700
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1769

1770

1771
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1774

1775

1776

Geomyces sp.

Geomyces sp.

P.destructans

Geomyces sp.
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Pseudogymnoascus
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Pseudogymnoascus
VErrucosus

Pseudogymnoascus
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Pseudogymnoascus
destructans

Pseudogymnoascus
destructans

Pseudogymnoascus
destructans

Pseudogymnoascus
destructans

Pseudogymnoascus
destructans

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Néo

(62°05'S 58°24'W)

P6- Oceano

P3- Peninsula Keller
(62°05'S 58°24'W)
P7- Punta Ullman
(62°05.015'S 58°

20.987'W)

P1- Oceano
(62°04.341'S 58°
25.233'W)

P7- Punta Ullman
(62°05.015'S 58°
20.987'W)

P5- Oceano
(62°05.130'S 58°
23.356'W)

P1- Oceano
(62°04.341'S 58°
25.233'W)

P5- Oceano
(62° 05.130'S 58°
23.356'W)

P7- Punta Ullman
(62°05.015'S 58°
20.987'W)

P8- Botany Point
(62° 05.734'S 58°
19.919'W)
P4-Peninsula Keller
(62°04.479'S 58°
23.726'W)
P4-Peninsula Keller
(62° 04.479'S 58°
23.726'W)
P9-Punta Hannequin
(62°07.216'S 58°
23.677'W)
P4-Peninsula Keller
(62°04.479'S 58°
23.726'W)
P9-Punta Hannequin
(62°07.216'S 58°
23.677'W)
P9-Punta Hannequin
(62°07.216'S 58°
23.677'W)
P2-Punta Plaza
(62° 05.363'S 58°
24.691'W)
P4-Peninsula Keller
(62°04.479'S 58°
23.726'W)
P4-Peninsula Keller
(62° 04.479'S 58°
23.726'W)
P4-Peninsula Keller
(62°04.479'S 58°
23.726'W)
P4-Peninsula Keller
(62° 04.479'S 58°
23.726'W)
P4-Peninsula Keller
(62°04.479'S 58°
23.726'W)
P9-Punta Hannequin
(62° 07.216'S 58°
23.677'W)
P9-Punta Hannequin
(62°07.216'S 58°
23.677'W)

EACF
Punta Plaza

Refligio2 entre
marés

Peninsula Keller

Refligio2 entre
marés

EACF

Peninsula Keller

EACF

Reflgio2 entre
marés

Botany Point

Yellow Point

Yellow Point

Punta Hannequin

Yellow Point

PuntaHannequin

Punta Hannequin

Punta Plaza

Yellow Point

Yellow Point

Yellow Point

Yellow Point

Yellow Point

Punta Hannequin

Punta Hannequin

Estrela do mar
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marinho
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marinho

Sedimento
marinho

Sedimento
marinho
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marinho
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marinho

Solo

Solo

Solo de raiz
C. quitensis

Solo

Solo de raiz
C. quitensis

Solo de raiz
C. quitensis

Solo de raiz
C. quitensis

Solo

Solo

Solo

Solo

Solo

Solo de raiz
C. quitensis

Solo de raiz
C. quitensis

Pseudogymnoascus
VEITucosus
Pseudogymnoascus sp.

NP

Pseudogymnoascus
VEITucosus

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus
sinensis

Pseudogymnoascus
VEITucosus

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus
verrucosus

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus
VErrucosus

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus
roseus

Pseudogymnoascus
roseus

Pseudogymnoascus
Verrucosus

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus
VErrucosus
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1777

1778

1779

1780

1781

1782

1783
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1804

1805

1820

1821
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Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.
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Sim
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P9-Punta Hannequin
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Punta Hannequin
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Yellow Point

Punta Hannequin

Punta Hannequin

Punta Hannequin

Punta Plaza

Punta Plaza

Yellow Point

Yellow Point

Punta Hannequin

Punta Hannequin

Punta Hannequin

Punta Hannequin

Punta Hannequin

Punta Hannequin

Punta Hannequin

Punta Hannequin

Punta Plaza

Yellow Point

Yellow Point

Yellow Point

Punta Plaza

Solo de raiz
C. quitensis

Solo de raiz
C. quitensis

Solo de raiz
D. antarctica

Solo

Solo de raiz
C. quitensis

Solo de raiz
C. quitensis

Solo de raiz
C. quitensis

Solo de raiz
C. quitensis

Solo de raiz
C. quitensis

Solo

Solo

Solo de raiz
C. quitensis

Solo de raiz
C. quitensis

Solo de raiz
D. antarctica

Solo de raiz
C. quitensis

Solo de raiz
C. quitensis

Solo de raiz
C. quitensis

Solo de raiz
C. quitensis

Solo de raiz
D. antarctica

Solo de raiz-
D.antarctica

Solo

Solo

Solo

Solo de raiz
C. quitensis

Pseudogymnoascus
Verrucosus

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus
Verrucosus

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus
Verrucosus

Pseudogymnoascus
VErrucosus

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus
Verrucosus

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus
VErrucosus

Pseudogymnoascus
VErrucosus

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus
Verrucosus

Pseudogymnoascus
Verrucosus

Pseudogymnoascus
Verrucosus

Pseudogymnoascus
Verrucosus

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

32



1841

1842

1847

1848

1852

1858

1863

1870

1885

1888

1904

1924

1966

1977

1979

1981

1987

1991

1993

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Néo

Sim

Sim

P2-Punta Plaza
(62°05.363'S 58°
24.691'W)
P4-Peninsula Keller
962° 04.479'S 58°
23.726'W)
P4-Peninsula Keller
(62°04.479'S 58°
23.726'W)
P9-Punta Hannequin
(62°07.216'S 58°
23.677'W)
P2-Punta Plaza
(62°05.363'S 58°
24.691'W)
P9-Punta Hannequin
(62°07.216'S 58°
23.677'W)
P9-Punta Hannequin
(62°07.216'S 58°
23.677'W)
P2-Punta Plaza
(62° 05.363'S 58°
24.691'W)
P9-Punta Hannequin
(62°07.216'S 58°
23.677'W)
P2-Punta Plaza
(62° 05.363'S 58°
24.691'W)
P9-Punta Hannequin
(62°07.216'S 58°
23.677'W)
P9-Punta Hannequin
(62°07.216'S 58°
23.677'W)
P2-Punta Plaza
(62° 05.363'S 58°
24.691'W)
P9-Punta Hannequin
(62°07.216'S 58°
23.677'W)
P2-Punta Plaza
(62° 05.363'S 58°
24.691'W)
P2-Punta Plaza
(62° 05.363'S 58°
24.691'W)
P2-Punta Plaza
(62° 05.363'S 58°
24.691'W)
P9-Punta Hannequin
(62°07.216'S 58°
23.677'W)
P9-Punta Hannequin
(62° 07.216'S 58°
23.677'W)

Punta Plaza

Yellow Point

Yellow Point

Punta Hannequin

Punta Plaza

Punta Hannequin

Punta Hannequin

Punta Plaza

Punta Hannequin

Punta Plaza

Punta Hannequin

Punta Hannequin

Punta Plaza

Punta Hannequin

Punta Plaza

Punta Plaza

Punta Plaza

Punta Hannequin

Punta Hannequin

Solo de raiz
C. quitensis
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LEACEF: Estacdo Antartica Comandante Ferraz; NI = ndo identificado; NP = ndo pertencente aos géneros estudados

A partir da analise macromorfolédgica, os 80 isolados foram separados em nove

morfotipos (Figura 9). Dentro do morfotipo 1 foram incluidos nove isolados (LAMAI 601,
LAMAI 1762, LAMAI 1769, LAMAI 1775, LAMAI 1783, LAMAI 1786, LAMAI 1825,
LAMAI 1852 e LAMAI 1966), os quais apresentaram hifas delgadas, de coloragdo branca e

que cresceram adjacentes ao meio de cultivo (Figura 9A). Dentro do morfotipo 2, foram
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incluidos aqueles isolados que apresentaram colnias de coloracdo branca e crescimento
acelerado em relacdo aos demais morfotipos (Figura 9B). Esse morfotipo, foi o que teve um
maior nimero de representantes (52 isolados). Dentro do morfotipo 3, foram incluidos trés
isolados (LAMAI 560, LAMAI 580 e LAMAI 1384), os quais também apresentaram col6nias
de coloracdo branca, porém secretaram um pigmento que altera a coloracdo do meio de cultivo,
tornando-o rosa (Figura 9C). Os morfotipos 4 (LAMAI 507, LAMAI 508 e LAMAI 548), 5
(LAMAI 1763, LAMAI 1777, LAMAI 1781 e LAMAI 1848) e 9 (LAMAI 1770) apresentaram
caracteristicas bem semelhantes quanto a coloracdo e forma da colénia. Todos apresentam
colbnias de coloragdo branca, mas diferem na caracteristica de possuirem micélio mais ou
menos pulverulento. O morfotipo 4 é o que mais se destaca dentre os trés (4, 5 e 9), apresentando
uma maior pulveruléncia (Figura 91). O morfotipo 5 (Figura 9E) diferiu do 9 (Figura 9D) por
apresentar crescimento mais rapido. O morfotipo 6 agrupou trés isolados (LAMAI 1701,
LAMAI 1771 e LAMAI 1837) de coloragdo mais amarelada e de crescimento lento (Figura 9F).
O morfotipo 7 agrupou outros quatro isolados (LAMAI 1773, LAMAI 1779, LAMAI 1823 e
LAMAI 1924) de colbnias brancas e com crescimento irregular (Figura 9G). Por fim, apenas
um isolado foi incorporado ao morfotipo 8 (LAMAI 1383), o qual apresentou um miceélio
branco e denso, concentrado na parte central da placa e com hifas delgadas nas partes periféricas
(Figura 9H).
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Figura 9 — Morfotipos encontrados neste trabalho. A. Morfotipo 1; B. Morfotipo
2; C. Morfotipo 3; D. Morfotipo 9; E. Morfotipo 5. F. Morfotipo 6; G. Morfotipo

7; H. Morfotipo 8; I. Morfotipo 4.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.2. Analises filogenéticas

Devido a problemas técnicos no percurso do estudo, foi necessario a reducdo do
namero de isolados para as andlises filogenéticas de cada marcador, portanto, para uma primeira
andlise a partir de Inferéncia Bayesiana (BI) com apenas o marcador ITS foram utilizados 77
isolados, os quais agruparam no clado pertencente ao género Pseudogymnoascus (PP= 0,95,
Figura 10). Este resultado indicou que todos os isolados antes identificados como Geomyces,
na realidade séo representantes do género Pseudogymnoascus (Tabela 1).

Considerando o clado do género Pseudogymnoascus, os isolados ainda foram
subdivididos em dois clados distintos com espécies associadas. Os isolados LAMAI 1784 e
LAMAI 1870 foram agrupados no clado representado por Pseudogymnoascus appendiculatus
(PP=0,94) e os isolados LAMAI 1769, LAMAI 1770 e LAMAI 1771 foram agrupados no clado
representado por Pseudogymnoascus roseus (PP=1). Todos os outros isolados permaneceram
no nivel de género e com valores de probabilidade posterior menores. Além disso, muitos
isolados foram distribuidos ao longo da arvore e seus clados ndo foram bem definidos. Isso

ocorreu provavelmente devido ao uso apenas do marcador ITS, o qual ndo consegue resolver
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sozinho os clados de Pseudogymnoascus (LUESCHOW et al., 2019; MINNIS; LINDNER,
2013).

A partir da analise Bayesiana realizada com o marcador ITS (Figura 10), podemos inferir
que os fungos do acervo da colecdo de pesquisa LAMAI (associada a CRM-UNESP)
identificados como Geomyces sp., na verdade pertencem ao género Pseudgymnoascus e que
alguns dos fungos identificados como Pseudogymnoascus verrucosus e Pseudogymnoascus
destructans ndo pertenciam a estas espécies, e acabaram sendo alocados por enquanto, somente

no género Pseudogymnoascus.

Figura 10 - Posicao filogenética dos isolados baseada no marcador ITS. Fonte: Elaborado pela autora
e Dr. Pedro Henrique Dias dos Santos.
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Em um segundo momento foi realizada a analise Bayesiana com os marcadores ITS e
MCM?7 para 52 isolados (Figura 11), sendo que dentro deste grupo havia representantes dos
diferentes morfotipos. Todos os isolados analisados permaneceram no clado de
Pseudogymnoascus com alto valor de probabilidade posterior. Aléem disso, nenhum isolado foi
alocado no clado de Pseudogymnoascus destructans. Por outro lado, o isolado representante do
clado de Pseudogymnoascus verrucosos a partir da Bl apenas com o marcador ITS (Figura 10),
foi novamente inserido nesse clado com um alto valor de probabilidade apo6s esta segunda
filogenia, indicando que este isolado pertence a esta espécie.

O isolado LAMAI 1870 néo entrou nesta segunda analise filogenética, mas o LAMAI

1784 que assim como o isolado citado anteriormente foi agrupado no clado representado por
Pseudogymnoascus appendiculatus com o marcador ITS (Figura 10), apresentou um resultado
distinto nesta outra filogenia, sendo agrupado em um clado sem espécie associada (PP=1).

No clado de Pseudogymnoascus roseus inicialmente agruparam trés isolados: LAMAI

1769, LAMAI 1770 e LAMAI 1771. Este primeiro ndo foi incluso na segunda analise, mas 0s
outros dois isolados sim e permaneceram no mesmo clado (PP=1).

O isolado LAMAI 1383 foi agrupado no clado de Pseudogymnoascus sinensis (PP=

1), enquanto 23 isolados (LAMAI 560, LAMAI 580, LAMAI 601, LAMAI 1348, LAMAI 1384,
LAMAI 1702, LAMAI 1762, LAMAI 1773, LAMAI 1775, LAMAI 1777, LAMAI 1778,
LAMAI 1779, LAMAI 1782, LAMAI 1783, LAMAI 1786, LAMAI 1788, LAMAI 1804,
LAMAI 1820, LAMAI 1821, LAMAI 1822, LAMAI 1823, LAMAI 1966 e LAMAI 1979)
agruparam-se no clado de Pseudogymnoascus verrucosus (PP=1). O restante, 25 isolados, foram
agrupados no clado de Pseudogymnoascus sem nenhuma espécie associada.

Nenhum dos isolados avaliados neste estudo agrupou com os clados de
Pseudogymnoascus appendiculatus, P. bhattii, P. destructans, P. guizhouensis, P. lindneri, P.
shaanxiensis e P. turneri (ZHANG, et al., 2020).

A partir da andlise Bayesiana realizada com os marcadores ITS e MCM7, podemos
inferir que os fungos analisados neste trabalho e pertencentes ao acervo da colecdo de pesquisa
LAMAI (associada a CRM UNESP) identificados como Geomyces sp. pertencem ao género
Pseudogymnoascus. Alem disso, a maioria dos fungos identificados como Pseudogymnoascus
destructans ndo pertenciam a estas espécies, como € o caso do isolado LAMAI 1383 que se
agrupou com P. sinensis e dos isolados LAMAI 560 e LAMAI 1384 que agruparam com P.

verrucosus. Os demais isolados identificados como P. destructans acabaram sendo alocados

37



somente no género Pseudogymnoascus (Tabela 1). Por outro lado, o isolado LAMAI 1348
previamente identificado através do marcador ITS (Figura 10) como Pseudogymnoascus
verrucosus, se manteve neste mesmo clado com valor de probabilidade posterior significativo
(Figura 11).

Figura 11- Posicdo filogenética dos isolados baseada nos marcadores ITS e MCM7. Fonte: Elaborado
pelo Dr. Pedro Henrique Dias dos Santos.
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5.3. Distribuicéo e ecologia

Os resultados obtidos demonstram que em um mesmo local de coleta é possivel
encontrar diferentes espécies de Pseudogymnoascus, tanto colonizando o mesmo substrato,
como substratos distintos. Outro ponto, é que em um mesmo clado, seja ele definido ou
indefinido, h& isolados provenientes de diferentes substratos.

Fungos deste género sdo bem conhecidos em ambientes frios e ja foram isolados a
partir de amostras de unhas humanas, tecido de morcego, fezes de animais, sedimentos
marinhos, solo com diferentes propriedades, associacdo com invertebrados, entre outros
substratos, além de ambientes e territorios geogréficos completamente diferentes
(CARVALHO et al., 2020; CONG et al., 2020; DUARTE et al., 2018a; LUESCHOW et al.,
2019; ROSA et al., 2021).

A colonizacdo variada de Pseudogymnoascus foi reportada por diversos estudos
corroborando com os dados deste trabalho e indicando uma ampla capacidade de colonizacéo
e distribuicdo dos representantes desse género (DUARTE et al., 2018a; LUESCHOW et al.,
2019; MINNIS; LINDNER, 2013; URBINA et al., 2021; XIA et al., 2021).

Além disso Pseudogymnoascus faz parte do filo Ascomycota, um dos mais abundantes
descritos no ambiente antartico (HENRIQUEZ et al., 2014; MENEZES et al., 2021; ROSA et
al., 2021; ROSA et al., 2010; SHI et al., 2021; WENTZEL et al., 2019).

Alguns dos isolados deste trabalho agruparam no clado de P. verrucosus, uma espécie
capaz de colonizar sedimentos marinhos e solos antarticos a solos de caverna no Hemisfério
Norte (GOMES et al., 2018; OGAKI et al., 2020).

Os isolados LAMAI 1770 e LAMAI 1771 provenientes (P4), agruparam em um clado
definido, Pseudogymnoascus roseus, onde se encontra os fungos provenientes de solo de
hibernaculo de morcegos e de turfa amorfa do estudo de Minnis e Lindner (2013). Esses
resultados sugerem que esta espécie consegue colonizar ambientes com faixas de temperatura
e caracteristicas fisico-quimicas de solo, bastante distintas. Além de nos mostrar que em um
mesmo ponto de coleta podemos encontrar espécies diferentes, como é o caso deste mesmo
ponto P4, de onde foi possivel recuperar isolados que se agruparam tanto com o clado de P.
roseus (LAMAI 1771 e 1770) como o de P. verrucosus (LAMAI 1786 E 1773) e com um clado
distante destes dois, mas sem espécie associada. (LUESCHOW et al.,, 2019; MINNIS;
LINDNER, 2013; WENTZEL et al., 2019).
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O isolado LAMAI 1383 foi 0 unico deste estudo que se agrupou com uma espécie
descrita recentemente, P. sinensis, isolada a partir de solo Chinés, corroborando mais uma vez
com a ampla distribuicdo geogréfica deste género (ZHANG et al., 2020).

O isolado LAMAI 548 mesmo agrupando em um clado sem espécie conhecida assim
como os isolados LAMAI 512, LAMAI 524, LAMAI 525, LAMAI 541, LAMAI 567, LAMAI
575, LAMAI 589, e LAMAI 608 provenientes do mesmo ponto de coleta (P3) ficaram bastante
distantes filogeneticamente, mostrando que um mesmo local, com as mesmas caracteristicas
pode abrigar espécies distintas.

A maioria dos isolados do ponto P3 agrupou com isolados dos pontos P2, P4, P5, P7
e P9, porém em um clado indefinido. Além disso os isolados de P3 (LAMAI 512, LAMAI 524,
LAMAI 525, LAMAI 541, LAMAI 567, LAMAI 575, LAMAI 589 e LAMAI 608). ficaram
muito proximos no mesmo clado, o que sugere que provavelmente esses oito isolados sejam da
mesma especie e que possuem a capacidade de colonizar diferentes substratos.

Em relacdo aos morfotipos e sua distribuicdo nas duas arvores filogenéticas,
esperdvamos um agrupamento dos mesmos morfotipos nos mesmos clados ou préximos, visto
que todos os isolados cresceram nas mesmas condi¢des, entretanto, na arvore filogenética com
o marcador ITS (Figura 10) assim como na arvore concatenada (Figura 11), observamos uma
distribuicdo destes morfotipos em diferentes clados. Analisando a arvore que elucidou melhor
os dados taxonémicos (ITS junto com MCM7), vimos que alguns isolados como o LAMAI 560,
LAMAI 580 e LAMAI 1384 provenientes de pontos de coleta distintos mas alocados no
morfotipo 3, ficaram proximos na &rvore e no mesmo clado, o de Pseudogymnoascus
verrucosus. No entanto, outros isolados pertencentes ao morfotipo 1 (LAMAI 1966, LAMAI
1786, LAMAI 1783, LAMAI 1775, LAMAI 1762, e LAMAI 601), morfotipo 2 (LAMAI 1348,
LAMAI 1702, LAMAI 1778, LAMAI 1782, LAMAI 1788, LAMAI 1804, LAMAI 1820,
LAMAI 1821, LAMAI 1822, LAMAI 1823 e LAMAI 1979), morfotipo 5 (LAMAI 1777) e
morfotipo 7 (LAMAI 1773 e LAMAI 1779) também agruparam neste mesmo grupo. Esta
distribuicdo foi também verificada para outros morfotipos.

Sendo assim, as analises filogenéticas permitiram agrupar alguns isolados de
Pseudogymnoascus provenientes da Antartica com espécies conhecidas com alto valor de
probabilidade posterior. No entanto, muitos outros permanecem indefinidos e podem
representar potenciais novas espécies. Para refinar a taxonomia destes isolados, se faz

necessario a utilizagdo de marcadores moleculares adicionais, como por exemplo, o gene fator
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de elongacdo 1 alfa (TEF1), gene que codifica a segunda subunidade da RNA polimerase Il
(RPB2) e a subunidade maior do ribossomo (LSU). Esses marcadores vém apresentando
avancgos na compreensédo da taxonomia dos géneros Pseudogymnoascus e Geomyces (MINNIS;
LINDNER, 2013; VILLANUEVA et al., 2021; ZHANG et al., 2020 e 2021).

5.4. Producao de queratinase: analise qualitativa e quantitativa

A triagem qualitativa demonstrou que todos os 9 isolados representantes dos
morfotipos distintos, sdo potenciais produtores de queratinase devido a capacidade de
crescimento em meio contendo farinha de penas como fonte de nutrientes, apesar de ndo terem
sido observados halos de degradagéo (Figura 12).

Figura 12— Crescimento dos morfotipos em meio sélido com farinha de penas. A. Morfotipo 1; B.
Morfotipo 2; C. Morfotipo 3; D. Morfotipo 4; E. Morfotipo 5. F. Morfotipo 6; G. Morfotipo 7; H.
Morfotipo 8; I. Morfotipo 9.

Fonte: Elaborado pela autora.




O morfotipo 4, representado aqui pelo isolado LAMAI 507, foi o Unico que apresentou
as mesmas caracteristicas na colénia em meio com malte e meio farinha de penas, apresentando
micélio bastante pulverulento e com textura densa (Figura 12D). O morfotipo 8 (LAMAI 1383)
apresentou crescimento mais acelerado no meio farinha de penas (Figura 12H) e o morfotipo 3
(LAMAI 580) caracterizado principalmente pela secrecdo de pigmento deixando a coloracéo
do meio bastante rosada, acabou ndo apresentando este traco (Figura 12C). Em meio com
farinha de penas o isolado teve um bom crescimento, no entanto ndo foi observada a
pigmentagdo que em 15 dias era bem alta em meio malte. Os outros morfotipos cresceram em
meio com penas de frangos, mas assim como 0s citados acima, apresentaram algumas
diferencas, como ja se espera visto que sdo dois meios de cultura bastante distintos do ponto de
vista nutricional.

Os fungos representantes dos 9 morfotipos distintos (Figura 12) foram submetidos aos
experimentos de quantificacdo da atividade de queratinase em meio liquido com farinha de
penas em duas temperaturas distintas (15 e 37 °C). Todos os isolados apresentaram atividade
de queratinase (Figura 13) com destaque para o LAMAI 1777 que produziu 2,8 U mlt a 15 °C
e LAMAI 539 que produziu 4,11 Umlta 37 °C e 2,56 U mI* a 15 °C. No geral, as médias das
atividades enzimaticas determinadas a 37°C foram um pouco maiores do que as médias das
atividades enzimaticas determinadas a 15 °C (Figura 13). Porém, considerando as barras de erro
que representam o desvio padrdo, essas diferencas sé podem ser confirmadas para os isolados
LAMAI 539 e LAMAI 1383. Apesar da dificuldade para se estabelecer esse comparativo para
0s outros isolados, os resultados indicam o potencial desses fungos adaptadosao frio de produzir
enzimas ativas em temperaturas mais amenas. No estudo de Sousa (2011) os fungos Aspergillus
sulphureus e Trichoderma aureoviride apresentaram 7,35 e 7,20 U ml? de atividade de

queratinse, respectivamente, a 37°C.
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Figura 13 — Valores de atividade enzimatica dos isolados representantes de morfotipos distintos a 15
e a 37 °C apds cultivo em meio farinha de penas por 7 dias a 15°C e 120 rpm.

Fonte: Elabora pela autora.
5,000
4,500
4,000
3,500
3,000

2,500 O Atividade enzimatica a 15°C

1 B Atividade enzimatica a 37°C
2,000

1,500

Atividade Queratinolitica (U ml?)

1,000

0,500

0,000
1823 539 1825 507 1383 1837 1773 580 1777

Outros taxons de fungos foram reportados como produtores de queratinase em meio
contendo penas como substrato: Microsporum gypseum (8,48 U ml™); Scopulariopsis
brevicaullis (6,2 U mIt), Myrothecium verrucaria (48,9 U ml™t) e Aspergillus flavus (0,781 U
mlY) (ANBU et al., 2007; FRIEDRICH et al., 1999; GIOPPO et al., 2009; GIUDICE, M. C,
2008).

Presceski et al. (2020) reportaram atividade de queratinase de 112,25 U mlI para o
fungo Aspergillus sp. e de 23,25 U mlI? para o fungo Fusarium oxysporum apds cultivo em
diferentes fontes de queratina, sendo que a maior atividade se deu em substrato acrescido de
pelos suinos, corroborando com a literatura o fato de que as atividades enzimaticas podem variar
de forma ampla dependendo dos parametros nutricionais e de cultivo estabelecidos.

Cabe destacar que os valores obtidos no presente estudo foram referentes a uma triagem
inicial da producdo de queratinases pelos fungos adaptados ao frio do género
Pseudogymnoascus. Estudos posteriores associados a aplicacdo de planejamento experimental,
onde ha utilizacdo de diversos fatores como pH, temperatura, fontes de queratina, quantidade
de inoculo, fontes adicionais de nutrientes, entre outros, poderdo resultar em aumento
substancial da quantidade de enzima produzida.

Enzimas adaptadas ao frio provenientes de micro-organismos psicrofilicos ou

psicrotolerantes podem ser mais vantajosos em processos industriais que requerem
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temperaturas baixas e moderadas. Além disso, essas enzimas podem ser produzidas em maior
quantidade em temperaturas moderadas (25 a 40°C) quando comparadas com a producao por
micro-organismos termofilicos e mesofilicos, reduzindo os gastos relacionados com o
aquecimento do processo de producdo (DUARTE et al., 2018b).

Desde o primeiro relato de fungos capazes de colonizar substratos queratinosos,
estudos acerca deste assunto vém sendo conduzidos, principalmente apds a descoberta do
potencial para aplicacfes biotecnoldgicas (ZHANG et al., 2021). Fungos queratinoliticos estao
presentes em diferentes regides do planeta e colonizam uma ampla variedade de substratos,
além de compreenderem diversas ordens, familias e géneros, incluindo dermatéfitos e fungos
saprotroficos, como é caso de Geomyces e Pseudogymnoascus (ZHANG 2021).

O género Pseudogymnoascus parece ter uma plasticidade metabolica além de
tolerancia e mecanismos que os fazem capazes de colonizar ambientes frios e substratos
diversos, incluindo os queratinosos como tecidos de morcego, unhas humanas e penas de
frango, o que é muito interessante do ponto de vista biotecnolégico (BLEHERT et al., 2009;
CAMPBELL et al., 2020; DAVY et al., 2020; LANGWIG et al., 2016; LUESHOW 2019;
MINNIS; LINDNER, 2013; RICE; CURRAH, 2006.; OUT et al., 2016; ROBICHEAU et al.,
2019; ZHANG et al., 2021).

No entanto, até o presente momento hd poucos trabalhos que avaliam de forma
guantitativa a producdo destas enzimas nestes géneros, a maioria apresenta dados qualitativos,
demonstrando a capacidade de degradar, colonizar e usar como fonte de nutriente substratos
queratinosos, como é o caso dos estudos realizados por Robicheau et al. (2019), Out et al.
(2016), Zhang et al. (2020) e (2021) que apresentou resultados de crescimento satisfatorio de
fungos dos géneros Geomyces e Pseudogymnoascus em meios acrescidos de penas de aves.
Desta forma, o presente estudo traz informacdes inovadoras a respeito da atividade enzimatica

de fungos do género Pseudogymnoascus em duas diferentes temperaturas.
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6 CONCLUSAO

A Antartica é um ecossistema unico que possivelmente abrange uma variedade de
fungos dos géneros Geomyces e Pseudogymnoascus. A metodologia utilizada para a
autenticacdo dos 86 isolados inicialmente identificados como pertencentes a esses dois géneros
foi aplicada com sucesso e permitiu inicialmente com base na morfologia, descartar os isolados
que ndo pertenciam a estes géneros. As analises filogenéticas foram realizadas com 77 isolados
(marcador ITS) e depois com 52 isolados (marcador ITS e MCM7) e apresentaram eficacia no
processo de autenticacdo e aprofundamento da identificacdo de alguns dos micro-organismos
aqui estudados. Todos os isolados foram identificados como pertencentes ao género
Pseudogymnoscus, com a inferéncia de espécies para os isolados LAMAI 1383
(Pseudogymnoascus sinensis), LAMAI 1770 e LAMAI 1771 (Pseudogymnoascus roseus) e
para os isolados LAMAI 1378, LAMAI 1384, LAMAI 1784, LAMAI 560, LAMAI 580,
LAMAI 601, LAMAI 1702, LAMAI 1762, LAMAI 1773, LAMAI 1775, LAMAI 1777,
LAMAI 1778, LAMAI 1782, LAMAI 1783, LAMAI 1786, LAMAI 1788, LAMAI 1804,
LAMAI 1820, LAMAI 1821, LAMAI 1822, LAMAI 1823, LAMAI 1779, LAMAI 1979 e
LAMAI 1966 (Pseudogymnoascus verrucosus). Além disso, os dados de distribui¢do revelam
que os representantes de Pseudogymnoascus estudados possuem a capacidade de colonizar
substratos muito distintos e regides geogréaficas distintas e distantes, e que diferentes espécies
podem ser encontradas em um mesmo substrato, de um mesmo local.

Representantes do género Pseudogymnoascus séo reportados como sendo capazes de
produzir queratinases, e este estudo mostra que os Pseudogymnoascus de origem Antartica sao
micro-organismos queratinoliticos. Os isolados investigados (representantes de diferentes
morfotipos) apresentam capacidade de producdo de queratinase com destaque para 0 LAMAI
539 que produziu 4,11 U ml* da enzima a 37° C € 2,56 U ml't a 15 °C e 0 LAMAI 1777 que
produziu 2,8 U ml* da enzima a 37 °C. O isolado LAMAI 539 pode ser considerado como um
bom candidato para estudos posteriores de producao e aplicacdo biotecnolégica de queratinase
em temperaturas baixas e moderadas.

Os resultados obtidos com a conducdo do presente estudo permitiram avangos na
taxonomia de fungos do género Pseudogymnoascus mantidos na colecdo de pesquisa do
LAMAI (associada a CRM-UNESP), bem como revelam o potencial queratinolitico dos
mesmos, abrindo novas perspectivas no campo da biotecnologia de microrganismos de

ambientes extremos.
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