oo UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
VAY
U n eS p “JULIO DE MESQUITA FILHO”

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS — RIO CLARO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
(MICROBIOLOGIA APLICADA)

DESTOXIFICACAO E DESCOLORACAO DE CORANTE TEXTIL INDIGO
CARMINE USANDO CONSORCIOS DE MICRO-ORGANISMOS DE ORIGEM
ANTARTICA

THAIS TIEMI YOSHINAGA

Rio Claro, SP
2021



oo UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
VAY
U n eS p “JULIO DE MESQUITA FILHO”

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS — RIO CLARO e

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
(MICROBIOLOGIA APLICADA)

DESTOXIFICACAO E DESCOLORACAO DE CORANTE TEXTIL INDIGO
CARMINE USANDO CONSORCIOS DE MICRO-ORGANISMOS DE ORIGEM
ANTARTICA

Thais Tiemi Yoshinaga

Dissertacdo  apresentada ao Instituto  de
Biociéncias, Campus de Rio Claro, Universidade
Estadual Paulista, como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias

Biologicas (Microbiologia Aplicada).

Orientadora: Dra. Lara Duraes Sette

Co-orientadora; Patricia Giovanella

Rio Claro, SP
2021



Yoshinaga, Thais Tiemi
Y65d Destoxificacdo e descoloragéo de corante téxtil indigo carmine usando
consorcios de micro-organismos de origem Antartica / Thais Tiemi
Yoshinaga. -- Rio Claro, 2021

86 f. : il., tabs., fotos

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto
de Biociéncias, Rio Claro

Orientadora: Lara Durées Sette

Coorientadora: Patricia Giovanella

1. Micologia Antartica. 2. Micro-organismos extremdfilos. 3. Biotecnologia
ambiental. 4. Biorremediagdo. 5. Corantes téxteis. I. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalogréaficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de Biociéncias, Rio
Claro. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




oo UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp

Campus de Rio Claro

CERTIFICADO DE APROVAGAO

DESTOXIFICACAO E DESCOLORAGCAO DE

TITULO DA DISSERTAGAO: CORANTE TEXTIL iNDIGO CARMINE USANDO
CONSORCIOS DE MICRO-ORGANISMOS DE
ORIGEM ANTARTICA

AUTORA: THAIS TIEMI YOSHINAGA
ORIENTADORA: LARA DURAES SETTE
COORIENTADORA: PATRICIA GIOVANELLA

Aprovada como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Mestra em CIENCIAS BIOLOGICAS
(MICROBIOLOGIA APLICADA), area: Microbiologia Aplicada pela Comissdo Examinadora:

Profa. -ra. LARA DURAES SET}E (Participagao Virtual)
Departamento de Biologia Gere/),l"e Aplicada / IB Rio Claro
'! S

/

Novua Guamaso

Profa. Dra. NORMA BUARQUE DE GUSMAO (Participagao Virtual)
Departamento de Antibiéticos / Universidade Federal de Pernambuco

Profa. Dra. RAFAELLA COSTA BONUGLI SANTOS (Participagao Virtual)
Instituto Latino-Americano de Ciéncias da Vida e da Natureza / Universidade Federal da Integragéo Latino-
Americana

Rio Claro, 14 de dezembro de 2021

Instituto de Biociéncias - Campus de Rio Claro -

Av. 24-A no. 1515, 13506900
CNPJ: 48.031.918/0018-72.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Antdnio e Valéria e meus irmdos Thomas, Tulio e Tassio, que me
inspiram a fazer meu melhor todos os dias. Estes que ndo tem opgéo senéo tolerar minha chatice
sistematica.

Aos que me iniciaram nessa jornada da pesquisa, Elizabeth Hachiya, Ronize Faria e
Sergio Nobre, o que me ensinaram durante a graduacdo, foi fundamental para a minha
experiéncia na p6s-graduacéao.

Kamylla Santos pelas sadbias palavras de quem ja passou pelo mestrado, e
principalmente pela amizade que perpetuou e prosperou mesmo depois da graduacao.

As pessoas que encontrei ao ir para Rio Claro: Gabi Farias, por toda ajuda no
laborat6rio, por me impedir mais de uma vez de entrar em panico e 0 mais importante, pelas
nossas reunides com sushis, hamburgueres e brownies para falar de jogos, livros e filmes.
Giovanna Gennari e Pedro Hippdlito, por tornar minha existéncia mais leve e alegre,
especialmente durante a pandemia, onde sO via vocés dois, pelas nossas incontaveis horas
conversas e risadas. Carol Jonas, Charles Freire e Morgana Turunday, por todo o suporte
incondicional desde o dia um do mestrado, especialmente durante os tempos dificeis e como
vibramos juntos com cada etapa concluida.

A Lara Sette, por me orientar, por ter me aceitado no LAMAI, por permitir que minha
experiéncia no mestrado tenha sido o desafio que eu precisava. Aos colegas do LAMAI,
especialmente a Patricia que me coorientou e Elisa, que me ajudou bastante quando estava
iniciando no laboratério.

As demais pessoas que contribuiram com o desenvolvimento do trabalho, aos colegas
do LESF e do LaQBiM, aos servidores do antigo Departamento de Bioquimica e Microbiologia
e Unesp — Rio Claro.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pela bolsa
e a Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo Paulo (FAPESP), pelo financiamento do
projeto, Processo 2018/12098-9.



RESUMO

O ambiente marinho antartico € conhecido por suas condi¢fes extremas, sendo a permanéncia e
adaptacdo de micro-organismos a esse nicho ecolégico um processo que resulta em metabolismos
diferenciados. Estes, envolvem a producdo de enzimas adaptadas a condicGes salinas e com
atividades em temperaturas baixas, as quais podem ser aplicadas em processos ambientais e
industriais. A biorremediacdo € uma destas areas, sendo 0S micro-organismos e suas enzimas
utilizadas para a degradacéo de poluentes ambientais como corantes téxteis, petroleo e derivados,
entre outros. Nesse contexto, os objetivos deste trabalho foram caracterizar e avaliar fungos
filamentosos (n = 20) isolados de sedimentos marinhos antarticos (coletados durante a
OPERANTAR XXXVII) quanto a habilidade de destoxificar e descolorir o corante téxtil indigo
carmine. Os 20 fungos foram taxonomicamente identificados por meio de analises morfologicas e
moleculares e tiveram as temperaturas 6timas de crescimento avaliadas. Foram realizados ensaios
individuais para descoloracdo e destoxificacdo do indigo carmine. Em adicdo, os fungos foram
cultivados em consdrcios e avaliados quanto a descoloracdo, fitotoxicidade e producdo de enzimas
ligninoliticas. Um dos consorcios foi selecionado e fungos basidiomicetos de origem marinha da
costa brasileira (Peniophora sp. CBMAI 1063) e de origem terrestre da Antartica (Pholiota sp.
CRM 2306) foram adicionados ao mesmo visando avaliacdo da descoloracdo, fitotoxicidade,
biomassa e de metabdlitos do processo degradativo. Doze isolados foram identificados no nivel de
género, para oito isolados ndo foi possivel definir género, sendo inferidos dois possiveis géneros.
Dois fungos (J2B e J2C) apresentaram temperatura 6tima a 15 °C, oito (J2F, D2B, D8A, D8B, J2D,
J8A, D2A e D2D) a 20 °C, quatro (J2E1, J2E2, J8B1 e J8B2) a 25 °C e cinco (D2C, D2P, D8C1,
D8C2 e J2A) a 30 °C. Para o isolado J2D nédo foi possivel definir a temperatura 6tima de
crescimento, visto que houve crescimento em toda da area disponivel em todas as temperaturas
avaliadas. Os melhores resultados de descoloragédo foram obtidos com os isolados J2A (82%), D2C
(76%), D2P (60%) e J2C (37%). Os melhores resultados de destoxificacdo foram obtidos com os
isolados J2F (74%), JBA (49%) e D8C2 (33%). Esses fungos foram identificados como Penicillium
cf. oxalicum (J2A, D2C e D2P), Leuconeurospora sp. (J2C), Geomyces/Pseudogymnoascus sp.
(J2F e JBA), Aspergillus cf. sydowii (D8C2). Os isolados J2C, J2F e D8C2 foram utilizados como
base para compor os consorcios, que foram diferenciados pelo Penicillium cf. oxalicum de cada
consorcio J2A (consoércio 1 — C1), D2C (consorcio 2 — C2) e D2P (consorcio 3 — C3). Os consoércios
C1, C2 e C3 apresentaram 48%, 63% e 57% de descoloracéo, respectivamente e exibiram 100% de
toxicidade, ndo havendo detecgdo das enzimas ligninoliticas avaliadas. O C2 foi selecionado para
estudos com os basidiomicetos, 0 C2 + Peniophora sp. (C2 PEN) apresentou descoloragéo de 40%,
enquanto para o C2 + Pholiota sp. (C2 PHO) a descoloragdo foi de 50%. A fitotoxicidade do
bioensaio conduzido com o C2 PEN foi mais baixa do que a do controle, indicando potencial de
destoxificacdo. Uma maior biomassa fungica foi produzida na presenca do corante em comparagao
ao experimento controle (sem adicdo de corante) para todos os tratamentos. Os metabolitos de
degradacéo observados em todos os tratamentos foram identificados como hidrocarbonetos, acidos
graxos simples e compostos nitrogenados pertencentes ao grupo de aminas graxas, 0s quais néo
estdo relacionados diretamente com a degradacdo do corante indigo carmine. O presente trabalho
evidencia a diversidade de fungos marinhos antarticos, bem como o potencial destes micro-
organismos extremofilos, seja de forma individual ou em consorcio, para degradar e adsorver o
corante indigo carmine. Os resultados estimulam a conducdo de novos estudos para elucidacdo dos
mecanismos de degradagdo do corante téxtil por estes isolados.

Palavras-chave: Micologia Antartica, Micro-organismos extremdfilos; Biotecnologia
ambiental, Biorremediagdo; Corantes téxteis.



ABSTRACT

The Antarctic environment is known for its extreme conditions, and the adaptation of
microorganisms to this ecological niche is a process that requires enzymatic mechanisms and
diversified strategies. These strategies include production of enzymes adapted to saline
conditions and with activities at low temperatures, which can be applied in environmental and
industrial processes. Bioremediation is one of these areas, which microorganisms and their
enzymes are being used for the degradation of environmental pollutants such as textile dyes,
petroleum, and derivatives, among others. In this context, the objectives of this study were to
characterize and evaluate filamentous fungi (n = 20) isolated from Antarctic marine sediments
(collected during OPERANTAR XXXVII) for their ability to detoxify and decolorize the indigo
carmine textile dye. The 20 fungi were taxonomically identified through morphological and
molecular analyses and had their optimal growth temperatures evaluated. Individual screenings
were made with all fungi to assess decolorization and detoxification of indigo carmine dye. In
addition, the fungi were cultured in consortia and evaluated for decolorization, phytotoxicity
and production of ligninolytic enzymes. One of the consortia was selected and evaluated with
the addition of a marine (Peniophora sp. CBMAI 1063) or an antarctic (Pholiota sp. CRM
2306) basidiomycete fungi for decolorization, phytotoxicity, dry biomass and metabolites from
degradative process. Twelve isolates were identified at genus level, for eight isolates were not
possible to define genus, being inferred two possible genera. Two fungi (J2B and J2C) showed
optimal temperature at 15 °C, eight (J2F, D2B, D8A, D8B, J2D, J8A, D2A, and D2D) at 20 °C,
four (J2E1, J2E2, J8B1, and J8B2) at 25 °C and five (D2C, D2P, D8C1, D8C2, and J2A) at 30
°C. For one isolate (J2D) it was not possible to define the optimal growth temperature since
there was growth in all disponible area at all temperatures. The best results of decolorization
were obtained with the isolates J2A (82%), D2C (76%), D2P (60%), and J2C (37%). The best
detoxification results were obtained with the isolates J2F (74%), J8A (49%), and D8C2 (33%).
These fungi were identified as Penicillium cf. oxalicum (J2A, D2C, and D2P),
Leuconeurospora sp. (J2C), Geomyces/Pseudogymnoascus sp. (J2F and J8A), Aspergillus cf.
sydowii (D8C2). The isolates J2C, J2F and D8C2 were used as base for the tree consortia, which
were differentiated by the Penicillium cf. oxalicum in each consortium J2A (consortium 1 —
C1), D2C (consortium 2 — C2) and D2P (consortium 3 — C3). Consortia C1, C2 and C3 showed
48%, 63%, and 57% of decolorization, respectively, and exhibited 100% of toxicity, with no
detection of ligninolytic enzymes. The C2 consortium was selected and submitted to
experiments with the addition of basidiomycete fungi, the C2 + Peniophora sp. (C2 PEN)
showed 40% of decolorization, while for C2 + Pholiota sp. (C2 PHO) the decolorization was
50%. The phytotoxicity of the bioassay conducted with C2 PEN was lower than that found in
the control, indicating the potential for detoxification. Greater fungal biomass was produced in
the presence of dye compared to the control experiment (without the addition of dye) for all
treatments. The metabolites detected were identified as hydrocarbons, fatty acids, and nitrogen
compounds belonging to the group of fatty amines, which are not directly related to the
degradation of the indigo carmine. The present study highlights the diversity of Antarctic
marine fungi, as well as the potential of these extremophile microorganisms, either individually
or in a consortium, to degrade and absorb the indigo carmine dye. The results encourage further
studies to elucidate the degradation mechanisms of the textile dye by these isolates.

Keywords: Antarctic mycology, Extremophile microorganisms, Environmental biotechnology,
Bioremediation, Textile dye.
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1.  INTRODUCAO

Organismos extremofilos tém essa classificacdo devido a habilidade de adaptacao,
sobrevivéncia e reproducdo em ambientes extremos como os da Antartica. O continente
antartico tem uma extensa area, compreendendo sub-regiGes com diferentes caracteristicas,
apresentando condi¢cdes como temperaturas baixas, ciclos de congelamento, bem como baixa
umidade, alta incidéncia de UV, ventos fortes e baixa disponibilidade de nutrientes que, em
combinacéo, sdo um desafio para o desenvolvimento de vida macro e microscépica (RUISI et
al., 2007; TSUJI, 2016). No ecossistema marinho antartico ndo é diferente, além das
temperaturas baixas, a salinidade e pressdo em diferentes niveis nos oceanos, que selecionam
0s organismos que ali habitam (DALMASO; FERREIRA; VERMELHO, 2015; DUARTE et
al., 2018a). Mesmo diante desse cenario, estudos realizados com amostras dos ecossistemas
terrestres e marinhos da Antartica tém revelado uma alta riqueza e diversidade de espécies
microbianas nesses ambientes (ALVES et al., 2019; SANTOS; MEYER; SETTE, 2020;
WENTZEL et al., 2019).

Estima-se que o0s micro-organismos marinhos, principalmente fungos, tenham
diversidade e potencial para producdo de biomoléculas de interesse em diferentes setores de
relevancia socioecondmica, desde enzimas, como hidrolases e oxigenases, a metabdlitos
secundarios com atividade antibidtica e antitumoral (BONUGLI-SANTOS et al., 2015;
BUGNI; IRELAND, 2004; PICARD, 2017).

Os fungos marinhos e oriundos da Antartica tém atraido atencdo devido ao seu potencial
biotecnoldgico. Suas enzimas tém aplicacdo em varios setores industriais, uma vez que sdo
enzimas com atividade em condi¢des salinas e de baixas temperaturas, além da estabilidade em
condicdes adversas (BONUGLI-SANTOS et al., 2010; VIEIRA et al., 2021). Estas enzimas
aplicadas em processos industriais podem ser uma forma de otimizar processos e gerar menos
residuos, economizando energia, recursos e tempo (ASADI; MAKHDOUMI; ASOODEH,
2020; HAMAD; SAIED, 2021).

Nos ultimos anos, com a crescente discussdo sobre sustentabilidade e conservacéo
ambiental, o uso de micro-organismos e seus produtos metabd6licos mostram-se como uma
estratégia para a pratica destes conceitos (HUY et al., 2020; LOPES et al., 2020; VALDEZ-
VASQUES et al.,, 2020). Uma das formas de aplicagdo destes micro-organismos é a
biorremediacgéo de poluentes ambientais, onde fungos e/ou suas enzimas séo utilizados para a
degradacdo e mineralizacdo destes poluentes (BONUGLI-SANTOS et al., 2010;

GIOVANELLA et al.,, 2020). O uso de consorcios microbianos pode proporcionar uma



diversidade metabdlica que podem ser complementar, aumentando a chance de degradacao e
mineralizacdo do poluente. Em certas condicdes, os fungos associados podem resultar em uma
eficiéncia superior quando comparado ao desempenho de fungos isolados (MISHRA; MALIK,
2014; SHAKEEL et al., 2020).

O setor téxtil é considerado um dos setores mais poluentes da industria. O uso de agua
nesse setor pode chegar a 300 L por kg de tecido processado, 0 que consequentemente, gera
uma alta producéo de efluentes (ABBASI, 2017; BENTO et al., 2020). Os corantes téxteis
presentes nestes efluentes séo uma grande preocupacéo, tanto pela complexidade quanto pelo
potencial de dispersdo. Estes compostos além de serem toxicos podem se tornar a causa de
diferentes problemas ambientais nos corpos d’agua, pois mesmo em baixas concentragdes
podem alterar parametros como a Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) e a Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO), assim como interferir nos processos fotossintéticos do corpo
d’agua (BHATIA et al., 2017).

Sabe-se que enzimas do grupo das ligninases, utilizadas pelos organismos para degradar
lignina, composto presente em toda biomassa vegetal, sdo enzimas que podem atuar na
biodegradacdo de corantes téxteis. Diversos trabalhos reportam a habilidade dos fungos para
degradar o corante por meio de enzimas e/ou adsorver no micélio (ABBASI, 2017; HUY et al.,
2020; LOPES et al., 2020; VIEIRA et al., 2021). O complexo do citocromo P450 também foi
reportado no metabolismo de poluentes ambientais (e.g. corantes téxteis, hidrocarbonetos
aromaticos, compostos sintéticos e farmacos) em diferentes niveis troficos. Em organismos
marinhos inclusive, ja foram observadas adaptacdes para ativacdo em condicdes de baixa
temperatura, pH extremos, pressao e salinidade (SHARIFIAN et al., 2020).

Neste contexto, o grupo de pesquisa liderado pela Profa. Dra. Lara Sette tem focado
seus estudos no isolamento, preservacdo, selecdo e diversidade de fungos do ambiente antartico
visando obtencdo de enzimas com aplicacdo biotecnoldgica na area ambiental. O presente
trabalho teve como objetivos caracterizar fungos do ambiente marinho antartico e aplicar esses
recursos microbianos em consorcios para a descoloracdo e destoxificacdo do corante téxtil

indigo carmine.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Fungos antarticos

A Antartica é o 5° maior continente do mundo, localizado mais ao sul do planeta e com
area de 14 milhdes de km2. E também chamado de continente dos extremos, uma vez que as
caracteristicas climaticas compreendem temperaturas baixas, ventos fortes, ciclos de
congelamento, baixa umidade e alta incidéncia de raios UV (RUISI et al., 2007; TSUJI, 2016).

Sobreviver em tal ambiente requer adaptagcdes morfoldgicas e fisioldgicas, considerando
que as caracteristicas locais restringem a quantidade de nichos disponiveis para
desenvolvimento de organismos vivos. Nesse contexto, os fungos sdo um 6timo objeto de
estudo, pois podem ocupar diferentes nichos (saprofitos, simbiontes ou parasitas), utilizar
diferentes formas de substratos, com importante destaque na ciclagem de carbono nestes
ambientes (GONCALVES et al., 2017; TSUJI, 2016).

As adaptacbes as temperaturas baixas envolvem a alteracdo da composicdo da
membrana, sendo que a proporcdo de &cidos graxos insaturados ajuda a manter o meio celular
em condic¢des 6timas de funcionamento nestas temperaturas (RUISI et al., 2007). O acumulo
de polissacarideos, como glicerol, trealose e manitol, e aminoacidos aromaticos sdo uma
resposta a condicdo de temperatura sub-zero, agindo como crioprotetores (TSUJI, 2016). Estes
compostos intracelulares podem auxiliar a estabilizar a membrana e favorecer a atividade
metabolica (RUISI et al., 2007).

Os fungos sao frequentemente recuperados de amostras marinhas e terrestres da
Antartica. Fungos cosmopolitas psicrotolerantes, isto €, fungos com habilidade de tolerar baixas
temperaturas sdo comumente encontrados na Antartica, incluindo representantes dos géneros
Pseudogymnoascus, Pseuderotium, Mortierella, Cadophora, Penicillium, Cladosporium,
Cosmospora, Aspergillus, entre outros (ALVES et al., 2019; GONCALVES et al., 2017,
SANTOS; MEYER; SETTE, 2020; WENTZEL et al., 2019). Os fungos psicrofilicos sdo
aqueles com crescimento 6timo abaixo de 15 °C, sendo a temperatura minima e maxima de
crescimento entre a 0°C e 20 °C, seu isolamento é menos frequente, seja pelo uso de métodos
inadequados ou pela competitividade de fungos psicrotolerantes (ROBINSON, 2001).

No oceano, os fungos podem ocupar diferentes niveis tréficos, sdo encontrados como
parasitas, patdgenos ou em relagdes mutualisticas (GLADFELTER; JAMES; AMEND 2019;
GROSSART; ROJAS-JIMENEZ, 2016). Habitam colunas d’agua, sedimentos, regides abissais

e organismos marinhos como esponjas do mar, crustaceos e algas. Nesses ambientes, os fungos
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sdo os principais responsaveis pela ciclagem de nutrientes e pela cadeia de transporte de
carbono no gradiente de 4gua até o sedimento (BOVIO et al., 2019; GONCALVES etal., 2017).
Os primeiros registros de fungos em ambientes marinhos datam do século 19. Pode-se estimar
a diversidade de fungos marinhos em mais de 10.000 espécies, 0 que representa apenas 1% das
espécies de fungos descritas. Estudos envolvendo métodos independentes de cultivo tém
indicado muitas espécies ainda nao descritas (AMEND et al., 2019; PICARD, 2017).

Existe um grande debate sobre a definicdo de fungo marinho, sendo os marinhos
obrigatorios tratados como aqueles que crescem e esporulam exclusivamente em ambiente
marinho e estuario e, os marinhos facultativos, aqueles capazes de habitar ambientes marinhos
e terrestres (BONUGLI-SANTOS et al., 2015; PANG et al., 2016). Embora espécies
facultativas se estabelecam em ambos os ambientes, as condi¢cdes presentes no ambiente
marinho sdo suficientes para que as caracteristicas metabdlicas e enzimaticas sejam diferentes
das linhagens terrestres (BONUGLI-SANTOS et al., 2010). Estes fatores de selecdo incluem:
salinidade, alta presséo, baixa temperatura, pHs extremos e baixa disponibilidade de nutrientes
(PANG et al., 2016). A salinidade € um dos principais desafios para sobreviver neste ambiente,
obrigando os organismos a desenvolverem modificacdes morfoldgicas e fisiologicas para
tolerdncia osmotica. As adaptacbes mais comuns a esse ambiente sdo os diferentes lipidios
componentes da membrana citoplasmatica, a producdo de polissacarideos e mucilagem e a
presenca de bombas de solutos (GLADFELTER; JAMES; AMEND, 2019; PANG et al., 2016).

Para lidar com as condicGes extremas do ambiente marinho antartico, os fungos
desenvolveram algumas adaptacdes enzimaticas, que incluem: atividade na presenca de
solventes organicos, em baixas temperaturas, sob alta pressao e na presenca de sais e metais
(AL-TOHAMY etal., 2020; GLADFELTER; JAMES; AMEND, 2019). As enzimas com baixa
temperatura de ativacdo e com tolerancia a salinidade podem ser vantajosas para processos
industriais. Estas enzimas adaptadas podem ser aplicadas em condicdes salinas, alcalinas e
acidas, enquanto a baixa energia de ativacéo e estabilidade térmica podem proporcionar reducéo
no custo energético de processos industriais (BRUNO et al., 2019; DUARTE et al., 2018a).

Com o avanco tecnoldgico, 0 acesso e processamento de informacdo foi facilitado. O
grande impulso para a exploragdo do ambiente marinho veio com a busca por metabolitos
secundarios. Nos ultimos 40 anos, mais de 35 % dos novos metabolitos com potencial
biotecnologico foram produzidos por fungos marinhos (BOVIO et al., 2019). Os recursos
genéticos antarticos tém sido explorados por suas enzimas e metabdlitos secundarios. Shi et al.
(2021) estudando os metabolitos de um fungo do género Pseudogymnoascus, descobriram um

novo policetidio com atividade antibacteriana contra Xantomonas citri, Staphylococcus aureus
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e Pseudomonas fulva. Os principais produtos bioprospectados s&o substancias de uso
biomédico (antibidticos, antitumorais) e enzimas (hidrolases e oxidases), estas Gltimas por sua

versatilidade possuem aplicacdo em varios setores industriais e no setor ambiental.

2.2. Contaminacgdo ambiental pela industria téxtil

O setor téxtil tem grande importancia econémico-social. No ano de 2020 o lucro em
escala global do setor téxtil foi de US$ 594,61 bilhdes com previsédo de US$ 654, 57 em 2021
(BUSINESS WIRE, 2021). Na economia brasileira, o faturamento foi de R$ 185,7 bilhdes em
2019, sendo o Brasil o segundo maior produtor de jeans e terceiro maior produtor de malhas no
mundo. Este segmento, emprega cerca de 1,5 milhdes de pessoas e movimenta outros setores
em toda a cadeia produtiva (Associacdo Brasileira da Industria Téxtil e de Confec¢édo - ABIT,
2021). No Brasil, os principais polos téxteis se concentram nas regides do Vale do Itajai — SC,
no agreste pernambucano, no estado do Ceara e na regido de Americana no interior de S&o
Paulo, movimentando bilhdes de reais em producdo de fibras artificiais e sintéticas
(FIBRATEX GROUP, 2020).

Como atividade industrial, além da emissao de gases, vapores e materiais particulados,
o setor téxtil faz uso extenso de &gua e como consequéncia ha uma grande producdo de efluentes
(ABBASI, 2017; BASTIAN, 2009). Por este motivo, a inddstria téxtil é considerada uma das
mais poluentes, onde estima-se que cerca de 200 L de agua sejam consumidos por quilo de
tecido na etapa de tingimento, e entre 40 e 65 L de efluentes gerados por quilo de tecido em
outros processos (BENTO et al., 2020; SAMSAMI et al., 2020).

Além do volume, a composicdo quimica dos efluentes pode ser diferente para cada tipo
de tecido produzido. Nos efluentes téxteis, sdo encontrados diferentes tipos de corantes,
detergentes, compostos sulfurados, solventes, metais pesados e sais. Assim, a composi¢ao
quimica é um fator determinante na forma e custo do processo de tratamento do efluente téxtil
(ABBASI, 2017).

Dentre os compostos presentes nestes efluentes, 0s corantes sdo 0s que geram maior
preocupacdo devido a complexidade e potencial de dispersdo. As principais fontes de efluentes
contendo corantes s&o a industria téxtil e de couro (55%). Considerando que ha entre 5% e 50%
de perda de corante durante o processamento em tecidos, pode-se estimar que cerca de 280.000
toneladas de corantes sdo langadas anualmente em cursos d’4agua na forma de efluente téxtil

(TKACZYK; MITROWSKA,; POSYNIAK, 2020).
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Os corantes sintéticos tém ampla utilizacdo na industria téxtil e possuem variagdes de
solubilidade, propriedades fisico-quimicas e grupos cromodforos (BHATIA et al., 2017). A
molécula do corante é composta da parte cromofora, grupo que absorve a luz, e da parte
auxocroma, grupos que suplementam a molécula e garantem a fixacdo, estabilidade e
solubilidade. Os grupos cromdforos mais comuns sdo: nitro (-NO-), azo (-N=N-), nitroso (-
N=0-), tiocarbonil (-C=S-), carbonil (-C=0-) e alcenos (-C=C-) ou (-C=N). J& os grupos
auxocromos podem ser acidos (COOH, SOz, OH) ou basicos (NH2, NHs, CO2H,)
(CHOWDHURY et al., 2020; SAMSAMI et al., 2020). Consequentemente, sdo compostos que
apresentam baixa degradabilidade. Além da recalcitrancia dos corantes, a presenca de metais,
sais e outros compostos no efluente dificultam a degradacdo, podendo tornar complicado o
tratamento destes efluentes (CHOI et al., 2021; IMRAN et al., 2015; VARJANI et al., 2020).

Existem aproximadamente 25 grupos de corantes, sdo classificados considerando sua
estrutura quimica (azo, azidina, nitro, nitroso, indigoide, antraquinona, ftalocianina, tiazina,
trifenilmetano), grupo cromoforo ou método de aplicacéo (&cido, bésico, direto, disperso, vat,
reativo, mordante). Estima-se que existam cerca de 100.000 variacdes de corantes sintéticos,
sendo a producdo anual em torno de 1.000.000 de toneladas (TKACZYK; MITROWSKA,;
POSYNIAK, 2020). Estes compostos podem se tornar a causa de diferentes problemas
ambientais. Em corpos d’agua, mesmo em baixas concentragdes, podem alterar parametros de
qualidade como DBO e DQO, assim como interferir nos processos fotossintéticos dos corpos
d’4gua.

Os corantes podem ser degradados em formas mais tdxicas, especialmente
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e aminas aromaticas, que além de toxicos podem ser
mutagénicos (ABBASI, 2017; BRUSCHWEILER; MERLOT, 2017; ROVIRA; DOMINGO,
2019). A toxicidade varia para cada corante, sendo este fator influenciado pelo ambiente e
condicdes em que se encontram. No ambiente aquatico, podem agir de forma diferente em cada
nivel trofico e causar efeitos adversos mesmo em baixas concentragdes. Um dos agravantes €
que podem precipitar e acumular no sedimento e bioacumular em organismos Vivos
(TKACZYK; MITROWSKA,; POSYNIAK, 2020).

2.3. Corantes tipo indigo

O corante indigo pertence a classe dos corantes indigoides que sdo conhecidos por

serem inertes e resistentes & exposicdo ao calor, luz e pHs extremos. Os corantes tipo indigo
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sdo em geral insolUveis e tipo vat (precisam de um meio alcalino para adesdo na fibra), sendo
necessario o uso de coadjuvantes para gerar formulagdes com maior adeséo a fibra téxtil (CHOI
etal., 2021).

A classe dos corantes indigoides é uma das mais antigas, com um dos registros mais
antigos datando de 6.000 anos no Peru, e havendo registros tdo antigos quanto no Egito e Asia.
Séo comumente utilizados na industria téxtil, alimenticia e cosmética. Estima-se anualmente o
consumo de 40.000 e 50.000 toneladas de indigo e derivados de indigo (BENTO et al., 2020;
CHOWDHURI et al., 2020; MENDOZA-AVILA; CHAUHAN; VAZQUEZ-DUHALT,
2020).

Originalmente o indigo era extraido de plantas, onde as folhas eram fermentadas para
liberar o indican ou insatan, que € oxidado naturalmente com o ar, resultando na dimerizacéo
da molécula que forma o indigo (MENDOZA-AVILA; CHAUHAN; VAZQUEZ-DUHALT,
2020). A sintese quimica do indigo teve inicio em 1870, a partir da insatina, e desde entdo outras
formas derivadas foram desenvolvidas. Pode ser sintetizado a partir da oxidagéo do indol, outras
variantes sdo produzidas com catalisadores inorganicos e quimicos téxicos (FABARA;
FRAAIJE, 2020).

Uma das formas sintéticas mais populares é o indigo carmine, que é sintetizado em
grande escala a partir da reducdo do indigo com ditionato de sodio (Na2S204), seguido de
oxidacdo pelo ar. Outros derivados comuns do indigo sdo o vat indigo, tioindigo e o tetracloro
indigo (Figura 1) (CHOWDHURY et al., 2020; FABARA; FRAAIJE, 2020).
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Figura 1: Formas derivadas do indigo. A — indigo; B — indigo carmine; C - Thioindigo; D — 6,6’-
dibromoindigo. Fonte: a autora.

2.4, Tratamento de efluentes téxteis

Diferentes métodos de tratamento podem ser aplicados aos efluentes téxteis. Podem ter
caréater fisico, quimico ou bioldgico. Em geral, sdo aplicados dois ou mais métodos para atender

as demandas dos 6rgdos regulamentadores (RASHID et al., 2021).
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Os métodos quimicos utilizam processos oxidativos como método de catélise dos grupos
cromoéforos. Envolvem espécies reativas do oxigénio (0zonio e perdxidos), foto eletrélise e
oxidacdo eletroguimica. Estes métodos sdo eficientes na remocao da cor do efluente, entretanto,
acarretam alto custo de manutencdo e formam diversos subprodutos toxicos (SAMSAMI et al.,
2020).

Os métodos fisicos mais comuns sdo a filtragdo, adsorcao, floculagdo e precipitacdo. A
adsorcéo envolve a transferéncia de massa de uma fase liquida para uma superficie sélida,
enguanto a floculacgéo e precipitacdo envolvem a coagulacdo dos compostos em fases distintas.
Sado métodos eficientes para tratamento de efluentes, entretanto apenas separam 0s corantes
téxteis da fase liquida, ndo ocorrendo nenhum processo degradativo (HAMAD; SAIED, 2021;
RASHID et al., 2021).

Métodos fisico-quimicos sdo eficientes para remocéo da cor dos efluentes, contudo, o
alto custo e a producéo e disposicdo de lodos sdo pontos negativos. Estes métodos demandam
equipamentos e reagentes especificos, além de ndo garantirem a reducdo da toxicidade
(HAMAD; SAIED, 2021; RASHID et al., 2021).

Os métodos bioldgicos envolvem o uso de micro-organismos (fungos, bactérias e algas),
de forma isolada ou associados em consorcio ou suas enzimas para descoloracdo dos efluentes.
Estes sistemas tém um melhor custo-beneficio, além de serem considerados ecologicamente
corretos (BOHACZ, 2020; VARJANI et al., 2020).

No Brasil o tratamento dos efluentes industriais sdo de responsabilidade da empresa.
Séo regulamentados pela resolucdo 357 de 17 de marcgo de 2005, alterada pela resolugédo 430
de 13 de maio de 2011, estabelecidas pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA.
Os estados e municipios também podem estabelecer legislacbes e parametros a serem
cumpridos. No ato de licenciamento a empresa deve informar ao 6rgdo ambiental as substancias
que compdem o efluente gerado. Além disso, o langamento dos efluentes nos corpos d’agua
precisam se enquadrar nos padrdes estabelecidos e respeitar a capacidade suporte do corpo
d’agua em questao (CONAMA, 2011).

Os principais métodos utilizados pelas empresas téxteis envolvem o gradeamento para
remoc&o de solidos maiores, seguido de tratamento de coagulacdo e flocula¢do ou tratamento
biolégico acoplado ou ndo a processos fisico-quimicos. Esses processos podem ser eficientes
para a remocéo da cor e solidos em suspenséo, entretanto o lodo gerado ainda requer disposi¢ao
em aterros sanitarios ou incineracdo (FONTANA et al., 2020; RAMOS et al., 2021).
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2.5. Biorremediacgéo de corantes e efluentes téxteis por fungos

A biorremediacdo é um dos métodos biologicos utilizado para remover poluentes
ambientais de solos, sedimentos, cursos d’agua e efluentes. Envolve a transformacgao
enzimatica ou a adsorcao dos poluentes pelos micro-organismos e tem demonstrado vantagens
na eficiéncia, geracdo de subprodutos, seguranca e custo do processo (GIOVANELLA et al.,
2020; SHARMA; DANGI; SHUKLA, 2018).

Um dos problemas na biodegradacédo dos efluentes téxteis € a presenca de sais (NaNO3,
NaCl e NaxSOs, entre 40 e 100 g/L) usados no processo de tingimento do tecido. A alta
concentracéo afeta negativamente a performance dos micro-organismos e enzimas empregados
no processo (IMRAN et al., 2015).

Fungos marinhos com tolerancia a sais podem apresentar vantagens no tratamento
destes efluentes salinos. A principal vantagem destes micro-organismos € a estabilidade e
atividade de suas enzimas em condicdo salina quando comparados aos organismos terrestres.
No estudo de Vieira et al. (2021) a condicdo salina resultou em uma melhor performance de
descoloracdo do corante téxtil RBBR por consorcio microbiano composto por fungos de origem
marinha em comparagdo com a condic¢ao ndo salina.

Os fungos tém capacidade de utilizar hidrocarbonetos como fonte de carbono, incluindo
o diesel, corantes sintéticos, hidrocarbonetos aromaticos, pesticidas e outros (YAKOP; TAHA,;
SHIVANAND, 2019). A biorremediagdo de corantes téxteis é feita por meio de enzimas que
oxidam e reduzem a molécula do corante. Além disso, os fungos podem remover de forma
fisica, adsorvendo em seu micélio as moléculas desses poluentes ambientais (CHOI et al.,
2021).

Diversos trabalhos reportados na literatura investigaram a descoloragéo e destoxificacdo
de corantes e efluentes téxteis por micro-organismos (BONUGLI-SANTOS et al., 2015;
IMRAN et al., 2015). A taxa de degradacdo/adsorcdo depende da molécula do corante e das
caracteristicas do efluente. No estudo de Singh e Singh (2017) o fungo utilizado, Aspergillus
flavus, foi capaz de descolorir 77 % do corante vermelho &cido e 62 % do corante azul basico
num periodo de 10 dias. Outra forma de descontaminar e descolorir corantes é com o uso de
enzimas purificadas. Ashrafi et al. (2013) utilizaram lacase purificada e observaram
descoloracdo entre 58 % e 97 % de 13 corantes de diferentes classes. A principal vantagem do
uso de enzimas purificadas e caldos enzimaticos € a reducdo do tempo. Além disto, pode-se
otimizar os processos manipulando as condigdes fisico-quimicas (DUARTE et al., 2018b;
SHARMA; DANGI; SHUKLA, 2018).
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2.5.1. Adsorgao de corantes téxteis por fungos

A adsor¢do é um método com alta eficiéncia para remocéo de corante dos efluentes, €
um meétodo fisico simples de transferéncia de massa. Podem ser utilizadas matrizes como carvao
ativado, quitina, celulose, biomassa microbiana e biomassa vegetal (RASHID et al., 2021). Os
fungos sdo boas opg¢des para adsorcdo de corantes téxteis, pois é possivel definir condicGes
Otimas para atingir maior eficiéncia de adsor¢do. Hamad e Saied (2021) reportaram a remocao
por meio de adsorcao de 98% do corante vermelho do congo por Aspergillus niger.

A adsorcéo pode ocorrer em trés estagios: (1°) deposicao extracelular, (2°) adsorcao na
superficie da célula e (3°) acimulo intracelular. Cada material adsorvente tem uma cinética
diferente de adsorcdo, dependente de vérios fatores. Nos casos em que ocorre a degradacéo
intracelular do corante, a concentracdo dentro da célula rege a velocidade de transferéncia de
massa adsorvida do exterior para o interior da célula, podendo requerer tempos diferentes para
a remocao do corante do meio (RASHID et al., 2021; SYAFIUDDIN; FULAZZAKY, 2021).

Os fungos também podem ser utilizados na forma de pellet micelial, um tipo de granulo
formado em meio liquido pelo crescimento das hifas entrelacadas sob condi¢des ideais de
agitacdo, fluxo de oxigénio e nutrientes. Os pellets podem ser formados a partir de uma jungéo
de esporos ou de um Unico esporo, dependendo do fungo. De acordo com Li et al., (2020)
pellets de Aspergillus niger ZJUBE-1 foram capazes tanto de adsorver quanto de degradar
corante téxtil vermelho do congo em tratamentos com alta salinidade e acidez, demonstrando o

potencial desta técnica para aplicacdo de pellets miceliais em processos de biorremediacéo.

2.5.2. Degradacdo enzimética de corantes téxteis por fungos

A degradacédo de poluentes ambientais por fungos filamentosos pode ocorrer por duas
vias principais: o sistema ligninolitico e/ou o sistema citocromo P450 + epoxido hidrolases.
Existem ainda, algumas vias metabdlicas mais especificas como a mediada por azoredutases
(observada na degradacéo de corantes tipo azoicos) e a horseradish peroxidase (observada na
degradacdo de diferentes tipos de corantes) (BOHACZ, 2020; HUSSAIN et al., 2020;
KUMAR; CHANDRA, 2020; PRICELIUS et al., 2007).

A lignina é um dos constituintes da biomassa vegetal altamente recalcitrante devido a
sua composicéo. E o polimero complexo mais abundante na natureza, tem carater aromatico e
é constituido de unidades guaiacil, siringil e hidroxofenil ligadas aleatoriamente por ligacdes
tipo éster e éter (ALI et al., 2021; KUMAR; CHANDRA, 2020). Os fungos produzem
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diferentes enzimas que agem na transformagé&o da lignina, incluindo oxidoredutases, ligninases,
liases, dehalogenases e hidrolases. As enzimas ligninoliticas podem oxidar outros compostos
aromaticos que nao a lignina, o que pode ser aplicado na degradacdo de poluentes como 0s
corantes téxteis (BHATIA et al., 2017; SHARMA; DANGI; SHUKLA, 2018). As principais
enzimas do sistema ligninolitico sdo as lacases, lignina peroxidases, manganés peroxidases e
peroxidase versatil. Contudo, existem outras enzimas que auxiliam no processo de degradacédo
incluindo a celobiose desidrogenase, aril alcool oxidase, quinona redutase, glioxal oxidase,
glicose oxidase, piranose-2-oxidase, feruloil esterase, lipases, xilanases, catecol-2,3,-
dioxigenase (KUMAR; CHANDRA, 2020). O citocromo P450 é um complexo enzimético
localizado predominantemente na membrana celular de mitocondrias e reticulos. Compreende
varias oxidases, com uma versatilidade catalitica ampla com capacidade para degradar
hidrocarbonetos, farmacos, horménios, corantes, entre outros compostos (SHARIFIAN et al.,
2020).

As enzimas utilizadas para degradagdo de corantes téxteis podem variar conforme o
fungo utilizado e condi¢des aplicadas. No estudo reportado por Lopes et al. (2020) os fungos
Pleurotus eryngii PLE 05 produziram ligninases e hidrolases termotolerantes capazes de
descolorir 100% de indigo carmine em 24 horas. De acordo com Bohacz (2020), fungos do
género Trichoderma produziram enzimas ndo ligninoliticas (xilanases, horseradish peroxidase,
superoxido dismutase e peroxidases) durante a descoloracdo do corante RBBR. Vieira et al.
(2021), estudando a biorremediacdo do mesmo corante, observaram genes associados a
descoloracdo, degradacdo e destoxificacdo, responsaveis pela sintese de enzimas das classes
peroxidases, dioxigenases, monooxigenases, glioxalases, epdxi-hidrolases. Bonugli-Santos et
al. (2016) observaram a producao das enzimas manganés peroxidases e lacases por Peniophora
sp. CBMAI 1063 detectadas nos estagios iniciais de degradacdo do corante preto reativo 5.

Apesar do diversificado arsenal enzimatico dos fungos para a degradacdo de poluentes
ambientais, o0 uso de consorcios microbianos pode ampliar a diversidade metabolica e, em
consequéncia, melhorar a descoloracao e destoxificacdo de corantes téxteis quando comparados
a culturas puras (LADE et al., 2012).

A descoloragdo do corante ocorre facilmente requerendo apenas a
modificagdo/degradacdo do grupo cromoforo, entretanto, isso ndo garante a reducdo da
toxicidade do composto. Para isto, € necessaria a degradacdo e modificacdo da molécula
poluente em subprodutos ndo toxicos, ressaltando a importancia de verificar além da
descoloragéo, a destoxificacdo dos tratamentos (BHATIA et al., 2017; SHARMA; DANGI;

SHUKLA, 2018). A degradacdo enzimatica da molécula do corante ocorre em varias etapas,
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que podem ser monitoradas e quantificadas por meio de equipamentos que medem a
composicdo e descoloragdo dos compostos em espectros de infravermelho, UV-visivel, massa
(BHATIA et al., 2017). Ja a destoxificacdo é mensurada com a exposi¢cdo de organismos
(bioindicadores) ao poluente ou produtos de degradacdo. Entre esses bioindicadores, 0s
principais sdo microcrustaceos (Daphnia magana e Artemia salina), plantas (Lactuca sativa,
Eruca sativa, Cucumis sativus) e bactérias (Aliivibrio fischeri). A partir da exposi¢do sdo
avaliados parametros como mortalidade, motilidade, germinacdo, luminosidade, alongamento
de raiz e, conforme os resultados, pode-se inferir se a toxicidade é baixa, moderada ou alta
(VIEIRA et al., 2021).

2.6. Biodegradacédo de indigo carmine

O tratamento de efluentes contendo indigo carmine é complexo e geralmente ha a
associacao de mais de um método para o tratamento. O melhor custo-beneficio envolve um
método fisico-quimico (adsorcdo, filtracdo ou oxidacdo) com um método bioldgico
antecedendo ou sucedendo estes processos (BENTO et al., 2020; CHOI et al., 2021; YOUNES
et al., 2020).

Diversos estudos reportam a capacidade de fungos para a degradacéo de indigo carmine.
Huy et al. (2020) observaram 77% de descoloracdo de indigo carmine mediado por lacase do
fungo Fusarium oxisporum HUIB02 em 6 dias. Li et al. (2015b) reportaram 90% de
descoloracdo do indigo carmine em 6 horas com extrato enzimatico de manganés peroxidase
produzida por Phanerochaete chrysosporium CICC 40719. Em estudos similares, Bankole et
al. (2017) observaram descoloracdo de 99% de corante indigo em 5 dias pela levedura Diutina
rugosa.

A degradacéo do indigo carmine pode ocorrer por oxidacéo ou reducédo. A dupla ligacao
do carbono que corresponde a regido cromofora da molécula pode ser oxidada em grupo cetona
(C=0), que geralmente resulta em duas moléculas de insatina ou insatina acido sulfénico, as
quais podem continuar sendo degradadas até CO2 e NH4" (Figura 2). A redugdo enzimética da
regido cromdfora pode ocorrer com a substituicdo da ligagcdo C=C por grupos -CH (HAO et al.,
2017; LI et al., 2015a). A degradacdo do indigo carmine pela horseradish peroxidase ocorre
pela oxidacdo da ligagdo C=C que € substituida por um grupo -OH podendo chegar a
mineralizacdo total (TERRES et al., 2014) (Figura 2). Além destas, podem existir outras vias

de degradacéo ainda néo descritas.
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Figura 2. Possiveis vias de degradacdo sugeridas na literatura para indigo carmine. Via 1 de degradacgdo
oxidativa mediada por horseradish peroxidase, via 2 via redutora, via 3 demonstra uma via oxidativa.
Fonte: a autora.

2.6.1. Metabolitos de degradacao do indigo carmine

Apds o processo de degradacdo do corante indigo carmine, os metabdlitos resultantes
podem variar conforme o processo utilizado. Séo utilizadas analises de cromatografia liquida
Ou gasosa, associadas a espectrdbmetro de massas para avaliar estes compostos, assim como
analises de mudancas na curva espectrofotométrica de UV e IR, todas capazes de auxiliar na
elucidacdo da estrutura quimica dos metabdlitos.

Bankole et al. (2017) observaram a formag&o de ciclopentanona e 2-dihidro-3H-indol-
3-ona apos a degradacao do indigo carmine, com a degradagdo sendo mediada por NADH-
DCIP redutase e ligninases. Um composto frequentemente observado € a insatina, que é
formada a partir da oxidagdo da molécula do corante, seja por oxida¢do enzimética, como
registrado por Li et al. (2015a), ou por vias de oxidag¢do quimica, como observado por Ramya,
Anusha e Kalavathy (2008). Outros compostos intermediarios ja observados sdo o acido
antranilico (RAMYA; ANUSHA; KALAVATHY, 2008), indol sulfonado (CANO et al., 2011),
o0 sédio benzeno sulfato, 4cido antranilico, acido benzoico e anilina (TERRES et al., 2014; HAO

et al., 2017). Pelos metabolitos reportados na literatura, existem vias especificas de oxidacdo e
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reducdo da molécula de indigo carmine que podem ser determinadas através de cromatografia
gasosa ou liquida, que possibilitam avaliar o perfil de metabdlitos intermediarios de degradacéo

produzidos.
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3. OBJETIVOS

Avaliar o potencial de fungos isolados de amostras de sedimento marinho antértico para
destoxificacdo e descoloracdo do corante téxtil indigo carmine em consorcio e associados a

basidiomicetos.

3.1. Objetivos Especificos

» Caracterizar 0s géneros dos isolados por meio de taxonomia molecular e andlises
morfoldgicas.

» Auvaliar os fungos isoladamente bem como em consércios quanto a capacidade de
destoxificacao e descoloracao do corante téxtil indigo carmine.

» Avaliar o desempenho na destoxificacdo e descoloracdo do melhor consorcio
combinado com basidiomicetos marinho da costa brasileira e de origem Antartica.

» Auvaliar os metabdlitos de degradacdo do indigo carmine em cromatografia gasosa

associada a espectrometro de massa (GC-MS).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.  Corante téxtil indigo carmine

O corante téxtil indigo carmine (C16HsN2Na20sS>)) (Figura 3) utilizado nos estudos foi
adquirido da empresa Sigma-Aldrich e possui 85% de pureza (lote MKCC9748, validade
23/05/2023).

0 H, o} 0

O 7 S
Na g S7 Na'
o] N ‘0
<
N N

H

Figura 3: Estrutura quimica do corante indigo carmine. Fonte: a autora.

4.2.  Fungos marinhos antarticos

No presente trabalho foram utilizados 20 fungos filamentosos isolados seletivamente
(em estudos anteriores do grupo de pesquisa) a partir de duas amostras de sedimentos marinhos
coletados na Antéartica (OPERANTAR XXXVII, dezembro de 2018) em diferentes
profundidades: SMWBL1 (95,4 m) e SMEACF1 (60 m) (Tabela 1). Destes, um total de 9
isolados foram obtidos apds enriquecimento utilizando o corante indigo sulfuroso (cedido pela
empresa TEXPAL — Valinhos, SP) e 11 isolados foram obtidos a partir do enriquecimento com

serragem.

Os fungos foram reativados em meio malte 2% (MA2 - extrato de malte 20 g; agar
bacterioldgico 15 g; agua destilada 1.000 mL), cultivados a 15 °C e mantidos nestas condi¢oes
até a realizacdo dos ensaios. Os isolados foram preservados em culturas de trabalho por dois

métodos distintos (criopreservacao a -80°C e Castellani).
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Tabela 1. Profundidade das amostras de sedimento marinho e método de enriquecimento utilizado para
o isolamento dos fungos marinhos antarticos utilizados no trabalho.

Origem
n Fungos - -
Amostra Enriquecimento
1 D2A
2 D2B )
Corante indigo sulfuroso
3 D2C
4 D2D
5 D2P
6 J2A
SMWAB1 (95,4 m)
7 J2B
8 J2C
Serragem
9 J2D
10 J2E1
11 J2E2
12 J2F
13 D8A
14 D8B Corante indigo sulfuroso
15 D8C1
16 D8C2
SMEACF1 (60 m)
17 JBA
18 J8B1 Serragem
19 J8B2
20 J8D

4.3. Caracterizacao taxonémica

4.3.1. Caracterizacdo morfoldgica

Para andlise das caracteristicas morfoldgicas inicialmente foi realizada uma triagem

macroscopica. A micromorfologia dos 20 fungos marinhos antarticos foi avaliada a partir da

técnica de microcultivo, com base nas estruturas reprodutivas dos isolados. Os isolados foram

subcultivados em condig6es de microcultivo usando o meio MA2 e foram mantidos por 14 dias
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a 15 °C. Apo6s o crescimento as laminulas foram retiradas e coradas com azul de algodéo,
seguida de observagdo em microscopia de luz (Leica Microsystems).

4.3.2. Caracterizacdo molecular

Para a caracterizacdo molecular, foi utilizado como marcador taxonémico a regido ITS
do operon ribossomal. O DNA foi extraido a partir das colénias esporuladas utilizando o
método CTAB, de acordo com Mdller et al. (1992) e Gerardo et al. (2004). A regido ITS foi
amplificada com os primers ITS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) e a purificagdo do produto de PCR foi realizada com
exonucleasel e fosfatase alcalina (Thermo Scientific, Estados Unidos) conforme Bonugli-
Santos et al. (2010). Os amplicons foram preparados em tubos de 0,2 mL, diluidos em &gua
ultrapura, numa proporc¢édo de 50 ng/pL de amostra e 5 pmol/ uL de primer. O sequenciamento
foi entdo realizado em empresa especializada pelo método de Sanger (AB13130 DNA Analyser

— Applied Biosystems).

Para a geracdo dos contigs foi utilizado o software Bioedit Sequence Alignment Editor
(Versdo 7.2.5), os contigs criados foram comparados com sequéncias homologas por meio de
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) utilizando o banco de dados do NCBI (Nation
Center for Biotechnology Information). As sequéncias foram alinhadas usando MUSCLE
(multiple comparison by logexpectation) com cluster tipo Neighbour Joining e editadas no
software MEGAX. A filogenia foi realizada utilizando o método de Maximum Composite
Likelihood (MCL) (KUMAR et al., 2018) com modelo de substituigdo General Time Reversible
(NEI; KUMAR, 2000) e Bootstrap de 1.000 réplicas no software MEGAX.

4.4. Temperatura 6tima de crescimento

Para a determinagdo da temperatura 6tima de crescimento, os fungos foram cultivados
em meio MA2 por 7 dias em quatro temperaturas diferentes: 15, 20, 25 e 30 °C. Os isolados
foram inoculados por meio de uma suspensdo de esporos na concentracio de 2 a 3x10°
esporos/mL, sendo inoculados 10 pL no centro da placa, ndo sendo realizado nenhum tipo de
espalhamento. Apéds o cultivo, a area de crescimento foi foto-documentada e posteriormente

mensurada com auxilio do programa ImageJ utilizando o modo de desenho livre. A area de
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crescimento (cm2) é determinada pelo programa usando uma relagéo de pixels da imagem com
a area mensurada (ABRAMOFF; MAGALHAES; RAM, 2004).

4.5. Antagonismo entre os isolados

O antagonismo entre os isolados foi avaliado por meio de confronto direto (DENNIS;
WEBSTER, 1971 e VIEIRA et al., 2021). Para isto, foi utilizado o meio MA2, o qual foi cortado
com auxilio de um bisturi esterilizado, formando cinco extremidades de 1,5 cm de largura, com

distancia entre si de 4 cm (Figura 4).

Controle do
a fungo central

Figura 4. Figura demonstrativa do teste de inibicdo entre fungos marinhos antarticos (a), fungos
diferentes inoculados nas extremidades (setas coloridas) e extremidade livre (controle). Imagem do
ensaio realizado para o isolado D2P (b) cultivado em meio MA2 por 14 dias a 20 °C. Fonte: a autora.

Os indculos foram preparados por suspensdo de esporos na concentragdo de 1x10°
esporos/mL e a partir desta foi inoculado o volume de 10 pL. Um isolado foi inoculado no
centro da placa, e quatro isolados inoculados nas extremidades adjacentes, sendo deixada uma
extremidade livre como controle de crescimento do isolado central. As placas foram incubadas

a 20 °C por 14 dias e avaliadas quanto a presenca ou nao de inibicao.

4.6. Descoloracdo e destoxificacdo do corante téxtil indigo carmine pelos fungos

marinhos

Para os experimentos de descoloracdo e destoxificacdo os fungos foram cultivados em
caldo MAZ2 acrescido de 100 mg/L do corante indigo carmine (SIGMA) autoclavado a 121 °C
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por 15 min. Os fungos foram inoculados em forma de esporos na concentragdo de 1x10°
esporos/mL. O meio inoculado foi incubado a 20 °C por 7 dias no escuro. Apds a incubacdo,
o micélio foi filtrado a vacuo (filtro qualitativo unifil — 80 g/m?) e o sobrenadante utilizado para

mensurar a descoloracéo e a fitotoxicidade.
4.6.1. Descoloragéo

A descoloracdo foi avaliada por meio de espectrofotometria (610 nm). A porcentagem
de descoloracdo foi calculada por meio da equacdo 1, conforme Bonugli-Santos, Durrant e
Sette (2012).

Abs média do controle —Abs do ensaio

Descoloragdo (%) = x 100 Equacéo 1

Abs média do controle

4.6.2. Fitotoxicidade

A destoxificacdo foi realizada utilizando o método de fitotoxicidade com sementes de
Cucumis sativus conforme Wang (2001) com modificacdes. O total de 15 sementes foram
dispostas em papel filtro embebido com 3 mL do sobrenadante e incubados por 5 dias a 24 °C.
Ap0s o periodo de incubacdo, a raiz (r) e hipocotilo (h) foram mensurados e a porcentagem de
inibicdo foi calculada. Agua destilada foi utilizada como controle negativo e ZnSQ4 (0,05 M)
foi utilizado como controle positivo de inibi¢do. As porcentagens de toxicidade e destoxificacdo
foram calculadas por meio das equacdes 2 e 3 respectivamente, considerando o crescimento de

raiz (r) e hipocétilo (h) das sementes em centimetros.

r+h (cm)do controle negativo—r+h(cm)do ensaio

Toxicidade (%) = x100 Equacéo 2

r+h (cm)do controle negativo

Destoxificacdo (%) = toxicidade do controle — toxicidade do ensaio Equagéo 3

4.7.  Estruturacéo dos consorcios fungicos

A estruturacdo dos consorcios foi realizada considerando o potencial de descoloragéo e
destoxificacao, a identificacdo dos fungos, temperatura 6tima de crescimento e o antagonismo
entre os isolados. Os fungos J2C, J2F e D8C2 foram selecionados para compor a base dos
consarcios, sendo a variagdo entre os consércios definidos pelos isolados J2A, D2C e D2P que

guando combinados com os outros fungos base formaram os consorcios 1, 2 e 3
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respectivamente (Tabela 2), os isolados escolhidos apresentaram os melhores resultados de
descoloracéo e de destoxificagéo.

Tabela 2: Isolados utilizados para compor os consorcios testados, selecionados com base na morfologia,
antagonismo e capacidade de descolorir e destoxificar o corante indigo carmine.

Consorcio 1 Consorcio 2 Consorcio 3
J2A D2C D2P
J2C J2C J2C
J2F J2F J2F

D8C2 D8C2 D8C2

4.8.  Ensaios de degradacdo do indigo carmine pelos consércios

Os consorcios listados na Tabela 2 foram submetidos aos ensaios de descoloracéo e
destoxificacao realizados como reportado no item 4.6. Para isto, Erlenmeyers contendo 50 mL
de Meio Minimo mineral (MM1- em 1000 mL agua destilada: 3 g NaHPOas; 2,5 g NaH2POyg;
1 g (NH4)2S0s4; 0,7 g KCI; 1 mL solugédo de micronutrientes (4 g MgSOs; 0,2 g Fe2S04; 0,2 ¢
MnCIy) acrescido de 0,1 g/L de corante indigo carmine (SIGMA) foram preparados. A estes foi
acrescentado 0,1% de glicose e os fungos foram inoculados por meio de uma suspensdo de
esporos na concentragdo de 1x108 esporos/mL. Os ensaios foram incubados por 7 dias a 20 °C
a 140 rpm e posteriormente o sobrenadante foi filtrado & véacuo (filtro qualitativo unifil — 80

g/m?). Os experimentos foram realizados em quintuplicata.

4.8.1. Avaliacao da presenca de enzimas

Os sobrenadantes foram utilizados para avaliagcdo da presenca de enzimas ligninoliticas
(lacases, lignina peroxidase e manganés peroxidase). A reacdo foi realizada em cubeta, com
volume final de 1 mL. Uma unidade enzimatica (U) é definida como a quantidade de enzima
necessaria para oxidar 1 pmol de substrato por minuto. A atividade foi expressa em U Lt do
caldo e os calculos foram realizados conforme a equacao 4, de acordo com Bonugli-Santos,
Durrant e Sette (2012):
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AA*V* 10°
ExR*t

U= Equagcéo 4

AA = diferenca entre a absorbancia final e inicial
V = volume de reacdo (0,001 L em todos os ensaios)
10° = fator de conversdo do volume em mols de € para pumols
€ = coeficiente de extingdo (M cm™)
R = quantidade de caldo enzimatico (L)

t = tempo de reagédo (min)

48.1.1. Lacase

Para presenca de lacase foi utilizada a reagdo da enzima com o 2,2-azino-bis-
etilbenthiazolina (ABTS). O ABTS oxidado resulta no aumento da absorbancia, que foi
mensurada apds 10 min de reacdo a 37 °C, no comprimento de onda 410 nm. O meio de reacéao
foi composto de 0,3 mL de tampéo acetato de sodio 0,1 M (pH 5); 0,1 mL de solucdo ABTS
0,03% (€ =36.000 Mt cm 1) e 0,6 mL do caldo enzimatico.

4.8.1.2. Lignina Peroxidase

Para presenca de lignina peroxidase foi observada a reacdo da enzima com alcool
veratrilico (€ =9.300 Mt cm 1), que é oxidado resultando em aldeido veratrilico, este foi
mensurado apds 10 minutos de reacdo no comprimento de onda 310 nm. O meio de reacéo foi
composto de 0,2 mL de tampdo acetato de sodio + alcool veratrilico 10 mM, 0,2 mL de perdxido
de hidrogénio 2 mM e 0,6 mL de caldo enzimatico.

4.8.1.3. Manganés Peroxidase

Para presenca de manganés peroxidase foi observada a reagdo com o malonato de sodio,
o complexo resultante Mn*3-malonato (€ = 11.590 M cm ) foi mensurado apds 5 min de
reacao, no comprimento de onda 270 nm. O meio de reagéo foi composto de: 50 pL de peroxido
de hidrogénio 2 mM; 0,8 mL de tampédo malonato de sédio 60 mM (pH 4,5); 50 pL de sulfato

de manganés 10 mM; e 0,1 de caldo enzimatico.
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4.8.2. Adsorcao do corante pelo micélio inativado

Para avaliar a adsorcdo do corante pelo micélio dos fungos, foi utilizada a técnica de

micélio inativado conforme Vieira et al. (2021) com modificacdes, como abaixo descrito.

4.8.2.1. Preparo da biomassa

Os fungos componentes dos consorcios foram inoculados em MM1 + 0,1% de glicose
na concentracdo de 1x10 ® esporos/mL e incubados a 20 °C e 140 rpm por 7 dias. Apos a

incubacdo, o micélio foi inativado por meio de autoclavagao a 121 °C por 45 min.

4.8.2.2. Ensaio de adsorcao

Apds o preparo da biomassa foi adicionado o corante indigo carmine na concentragdo
de 0,1 g/L e foi incubado a 20 °C a 140 rpm por 7 dias. O sobrenadante foi filtrado a vacuo
(filtro qualitativo unifil — 80 g/m?) e analisado em espectrofotdmetro a 610 nm. A porcentagem

(%) de adsorcdo foi calculada conforme a equacéo 5:

abs controle—abs consoércio

Adsorcédo (%) =

* 100 Equacéo 5

abs controle

4.9. Descoloracdo e destoxificagdo do indigo carmine pelos consorcios flngicos
associados a basidiomicetos antartico e marinho da costa brasileira

Os basidiomicetos adicionados aos consaércios foram isolados em trabalhos prévios do
grupo de pesquisa. O isolado Pholiota sp. CRM 2306 foi obtido a partir de amostra de solo de
recuo da Geleira Collins na ilha King George, na Antartica (SANTOS; MEYER; SETTE,
2020). O fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 foi isolado de esponja marinha da costa brasileira
(MENEZES et al., 2010) e apresenta capacidade de producdo de enzimas ligninoliticas, bem
como para degradacdo do corante téxtil RBBR e Preto Reativo 5 ja publicados em outros
trabalhos do grupo (BONUGLI-SANTOS et al., 2010; BONUGLI-SANTOS; DURRANT;
SETTE, 2012; BONUGLI-SANTOS et al., 2016; BRENELLI et al., 2019; FONTES et al.,
2021; MAINARDI et al., 2017; OTERO et al., 2017).

O preparo dos ensaios (condicdes de cultivo e inoculacdo) (Tabela 3) foi realizado como
descrito no item 4.8. Para a inoculagdo dos basidiomicetos foram utilizados 3 plugs cilindricos

de 5 mm de diametro de agar + micélio, os quais foram adicionados aos experimentos apds 48
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horas de incubag&o, para que os fungos do consorcio se desenvolvessem em massa micelial.
Ap0s 120 horas (totalizando 7 dias de incubagéo) os consércios foram centrifugados a 10.000
rpm (13,416 g) a 4 °C por 15 min para separacdo do micélio e do sobrenadante (Vieira et al.,
2021). O sobrenadante foi removido para um tubo tipo falcon e utilizado para determinacdo do

pH e para avaliacdo da descoloracéo e destoxificacao.

Tabela 3. Descric¢do dos consércios com inclusdo dos basidiomicetos.

C2 C2 PEN C2 PHO
D2C D2C D2C
J2C J2C J2C
J2F J2F J2F
D8C2 D8C2 D8C2
Peniophora sp. Pholiota sp.
4.9.1. Descoloracéo do corante indigo carmine pelos consorcios fingicos

Para avaliar a descoloracdo foram preparadas trés aliquotas de cada repeticdo, 200 pL
de amostra para 1800 pL de agua destilada. As dilui¢cdes foram avaliadas em espectrofotometro
(Shimadzu, Japao) no comprimento de onda 610 nm. O célculo de descoloragdo foi realizado
conforme item 4.6.1.

4.9.2. Fitotoxicidade do corante indigo carmine apds tratamento com 0s consorcios

fungicos

Para avaliar a fitotoxicidade dos diferentes tratamentos o sobrenadante foi primeiro
diluido 1:1, sendo 2 mL de sobrenadante para 2 mL de agua destilada, e o volume filtrado em
membrana de 0,22 pum (KASVI). As condi¢des de incubacdo e calculo de toxicidade e
destoxificacao foram realizados conforme item 4.6.2.
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4.9.3. Analise de biomassa dos consorcios com adi¢ao dos basidiomicetos Pholiota

sp. e Peniophora sp.

A biomassa foi avaliada conforme Vieira et al. (2021), onde tubos tipo falcon foram
secos em estufa a 105 °C até obtencdo de massa constante, sendo anotado o peso dos tubos
vazios e secos. Nesses mesmos tubos os micélios fungicos (biomassa) foram centrifugados a
10.000 rpm (13,416 g) e a4 °C por 15 min. Apos a remocao do sobrenadante, os tubos contendo
os micélios foram levados a estufa a 105 °C até peso constante. Os tubos + micélios secos foram

pesados e a biomassa foi calculada como descrito na equacéo 6.

Biomassa (g) = peso tubo com micelio — peso tubo vazio Equagio 6

494. Analise de metabdlitos de degradacéo por GC-MS
49.4.1. Extracdo e preparo das amostras

A avaliacdo dos metabdlitos de degradacéo foi feita para os tratamentos controle, C2,
C2 PEN e C2 PHO. A extracdo dos metabdlitos foi realizada com acetato de etila (>99,5%
pureza — SIGMA-ALDRICH), onde 20 mL de sobrenadante foram adicionados a um tubo
falcon. Em seguida 10 mL de acetato de etila foram adicionados e a mistura levada ao vortex
por 5 minutos. Apés a agitacdo, o conteudo do tubo foi colocado em um funil de separacdo e
deixado por 5 minutos em decantacdo. A parte de sobrenadante foi coletada e a parte de acetato
de etila foi deixado no funil. O processo com o acetato de etila foi repetido uma vez e a mistura
foi adicionada ao funil de decantacdo com os 10 mL de acetato anteriores e deixados por 5

minutos para decantagéo.

A seguir foram separadas as fracOes de sobrenadante (20 mL) e de acetato de etila (20
mL) em tubos diferentes, a esta Ultima foi adicionado 1,5 g de Na>SO4 e o material foi
centrifugado por 3 min a 5.000 rpm, 25 °C para remocao do resquicio de sobrenadante na fase
do solvente. O solvente foi filtrado em membrana de 0,22 um e os tubos foram levados ao
concentrador a 40 °C até a evaporacdo total da parte liquida. Os extratos foram suspensos com
1 mL de acetato de etila e devidamente carregados nos frascos para inje¢do no cromatografo a

gas acoplado a espectrometro de massa (GC-MS).
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49.4.2. Analise de GC-MS

Os metabolitos foram avaliados no GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu, Japdo). A
separacdo foi realizada em coluna Rtx-5MS (0.25mm, 30m — Restek, Estados Unidos), sendo
2 UL de amostra injetados a 275 °C, com temperatura na coluna a 100 °C por 3 minutos
aumentando linearmente 9,5 °C por minuto até 280 °C. O gas eluente foi hélio com fluxo de 2
mL por minuto. A analise de massa foi realizada em modo scan, com analisador quadrupolo,

voltagem de ionizacéo foi de 70 eV, com analise a partir dos 3 min até 18,8 min.

4.10. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas por analise de variancia (one-way ANOVA)
com p <0,10 para fitotoxicidade do item 4.9.2, e p <0,05 nas demais analises: temperatura 6tima
(item 4.4), descoloracgéo (itens 4.8 e 4.9.1), fitotoxicidade (item 4.8), adsorcdo (item 4.8.2) e
biomassa seca (item 4.9.3), usando o programa em GraphPad Prism 7 (GraphPad Software,
Estados Unidos).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizagéo taxonémica

As analises morfoldgicas permitiram inferir o género de 50% dos isolados (Figura 5),
que foi confirmado posteriormente com a analise de filogenia molecular utilizando o marcador
ITS. Com esse mesmo marcador taxonémico foi definido o género dos outros isolados nédo
identificados pela morfologia. Contudo, para alguns dos fungos estudados a taxonomia
molecular ndo apresentou resolucdo suficiente para definir um género, ndo sendo possivel
distinguir entre dois géneros provaveis (Tabela 4). Os dados de taxonomia molecular

(similaridade de sequéncias e filogenia) estdo apresentados nos Apéndices A e B.

Tabela 4. Identificacdo dos isolados de sedimento marinho antartico com base em micromorfologia e
marcador molecular ITS.

Isolado Téaxon Método de identificagéo
J2A Penicillium cf. oxalicum Morfologia e Molecular
J2B Leuconeurospora sp. Molecular
J2C Leuconeurospora sp. Molecular
J2D Geomyces/Pseudogymnoascus sp. Morfologia e Molecular
J2E1 Aspergillus cf. creber Molecular
J2E2 Aspergillus cf. creber Molecular
J2F Geomyces/Pseudogymnoascus sp. Morfologia e Molecular
JBA Geomyces/Pseudogymnoascus sp. Morfologia e Molecular
J8B1 Cosmospora/Pseudocosmospora Molecular
J8B2 Cosmospora /Pseudocosmospora Molecular
J8D Trichoderma sp. Morfologia e Molecular
D2A Geomyces/Pseudogymnoascus sp. Morfologia e Molecular
D2B Thelebolus sp. Molecular
D2C Penicillium cf. oxalicum Morfologia e Molecular
D2D Geomyces/Pseudogymnoascus sp. Morfologia e Molecular
D2P Penicillium cf. oxalicum Morfologia e Molecular
D8A Geomyces/Pseudogymnoascus sp. Morfologia e Molecular
D8B Thelebolus sp. Molecular

D8C1 Aspergillus cf. sydowii Molecular
D8C2 Aspergillus cf. sydowii Molecular




Figura 5. Macro e micromorfologia dos isolados marinhos antarticos. De (a - f)
Geomyces/Pseudogymnoascus sp. (isolados da esquerda para a direita: J2D; J2F; J8A; D2A; D2D;
D8A); (g - i) Penicillium sp. (J2A; D2C; D2P P. cf. oxalicum); (j-K) Thelebolus sp. (D2B; D8B); (I - 0)
Aspergillus sp. (J2E1; J2E2 A. cf. creber; D8C1; D8C2 A. cf. sydowii); (p-q) Leuconeurospora sp.
(J2C; J2B); (r - s) Cosmospora/Pseudocosmospora sp. (J8B2; J8B1); (t) Trichoderma sp. (isolado J8D).
Fonte: a autora.

Dentre os 20 fungos avaliados foram identificados cinco géneros, com possibilidade de
expansdo para sete ou nove. Um total de seis isolados foram associados ao género
Geomyces/Pseudogymnoascus (J2D, J2F, J8A, D2A, D2D, D8A), quatro isolados foram
identificados como pertencentes ao género Aspergillus (J2E1, J2E2, D8C1 e D8C2), trés
isolados (J2A, D2C e D2P) identificados como Penicillium, dois isolados foram afiliados ao
género Leuconeurospora (J2B, J2C), Cosmospora/Pseudocosmospora (J8B1, J8B2) e
Thelebolus (D2B, D8B) e um isolado (J8D) foi identificado como pertencente ao género

Trichoderma.

Em relacdo a distribuicdo, foi observado que o0s representantes dos géneros
Geomyces/Pseudogymnoascus, Aspergillus, Thelebolus foram obtidos de ambas as amostras de
sedimentos marinhos coletadas em diferentes ilhas do Arquipélago das Shetlands do Sul,
Antartica: Ilha Deception (Whalers Bay, 95,5 m de profundidade) e Ilha Rei George (EACF,
60 m de profundidade). Os representantes dos géneros Penicillium e Leuconeurospora foram

isolados apenas a partir das amostras coletadas na Ilha Deception (95,5 m) e 0s géneros
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Cosmospora/Pseudocosmospora e Trichoderma apenas nas amostras coletadas na Ilha Rei
George (60 m).

Além das questdes das diferentes condi¢fes ambientais e caracteristicas dos sedimentos
marinhos nos pontos coletados (diferentes posi¢es geograficas), a profundidade é um fator que
limita a sobrevivéncia de organismos, tanto pela pressdo quanto pela falta de nutrientes, visto
que as temperaturas baixas reduzem a difusdo de nutrientes e energia. Varios organismos
marinhos psicrofilicos sdo também piezéfilos, uma vez que a cada 10 m de profundidade ha um
aumento de 1 atm (POLI et al., 2017). Considerando a profundidade das amostras de origem

destes isolados, eles podem ser considerados piezotolerantes (0,1 e 10 MPa).

Os géneros Geomyces/Pseudogymnoascus compreendem 12 e 17 espécies
respectivamente (https://www.mycobank.org/). S&o comumente encontrados em amostras da
Antértica e tém sido reportados em varios estudos, incluindo alguns do nosso grupo de pesquisa
(DUARTE et al., 2018a; DURAN et al., 2019; OGAKI et al., 2020; SANTOS; MEYER;
SETTE, 2020; WENTZEL et al., 2019). Espécies destes géneros sdo comuns em ambientes
frios, de alta altitude, sdo queratinoliticas, tolerantes a ambientes salinos e tendem a ser
psicrofilicas (ARENZ et al., 2011; HAYES, 2012; KOCHKINA et al., 2007; LUESCHOW et
al., 2019).

De acordo com Ding et al. (2016), fungos do género Geomyces/Pseudogymnoascus
desempenham papel consideravel na ciclagem de nutrientes na Antartica. Cabe destacar que em
outros estudos do grupo, representantes dos géneros Geomyces/Pseudogymnoascus foram os
isolados mais abundantes recuperados das amostras de sedimentos marinhos e solo de recuo de
geleira da Antartica (DUARTE et al., 2018b; SANTOS; MEYER; SETTE, 2020; WENTZEL
et al., 2019). Nao foi possivel definir a qual dos dois géneros os isolados pertencem, o uso de
outros marcadores sera necessario para isso. Conforme demonstrado por Lueschow et al. (2019)
arvores concatenadas usando dois marcadores (ITS e MCM7) foram Uteis para definir clados
para especies de Pseudogymnoascus e Geomyces, assim como no trabalho de Minnis e Lindner
(2013), onde os autores utilizaram os marcadores ITS, LSU, MCM7, RPB2 e TEF1 para

identificar os isolados destes géneros.

Dentre os isolados que apresentaram similaridade com o género Aspergillus, dois (D8C1
e D8C2) foram agrupados com representantes da espécie A. sydowii e dois isolados (J2E1 e
J2E1) como representantes da espécie A. creber, ambas as espécies pertencem a se¢do
Versicolores e se encontram também no mesmo subclado (JURJEVIC; PETERSON; HORN,
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2012). Linhagens de A. sydowii tém sido reportadas como produtoras de diversos compostos
bioativos e ressaltam o potencial biotecnoldgico dessa espécie. No estudo de Cong et al. (2017)
a linhagem A. sydowii MS-19 isolada de amostra da Antartica produziu ligninases com
atividade enzimatica entre 0 °C e 30 °C e foi capaz de utilizar lignina como Unica fonte de
carbono. No estudo de Li et al. (2018) a linhagem marinha antartica A. sydowii SP-1 produziu
diversos compostos com acgdo antibactericida. A espécie A. creber ja foi recuperada de
invertebrados marinhos antarticos (GODINHO et al., 2019), de esponjas marinhas e corais
(BOVIO et al., 2018). Essa espécie ja demonstrou capacidade de degradacao do poluente 2,4-
diclorofenol, conforme demonstrado por Nikolaivits et al. (2019).

Os isolados J2A, D2C e D2P apresentaram alta similaridade com a espécie P. oxalicum,
todos foram isolados da mesma amostra, sendo um do enriquecimento com serragem e dois do
enriquecimento com corante. Fungos do género Penicillium ja foram isolados de diferentes
amostras da Antartica, incluindo solos (DUARTE et al., 2018b; DURAN et al., 2019;
SANTOS; MEYER; SETTE, 2020; TOSI et al., 2010), substratos marinhos (GONCALVES et
al., 2013; OGAKI et al.,2020), lagos (GONCALVES et al., 2012), gelo glacial (MENEZES et
al., 2020) e associados a outros organismos, como esponjas do mar (GODINHO et al., 2019) e
algas marinhas (LOQUE et al., 2010). O género Penicillium aparece em proporcoes
consideraveis nos trabalhos de isolamento, chegando a corresponder até 20% do total de
isolados em determinados pontos. Sdo espécies estudadas pela producdo de diferentes
metabdlitos secundarios, principalmente como produtores de enzimas e metabdlitos
secundarios com potencial biotecnoldgico (AZMI; SEPPELT, 1998; CONG et al., 2017,
KOCHKINA et al., 2014).

Dois dos fungos estudados (J8B1 e J8B2) foram agrupados com representantes dos
géneros Cosmospora e Pseudocosmospora, 0s quais compreendem mais de 90 espécies juntos
(https://www.mycobank.org/). O marcador ITS também n&o mostrou resolucdo suficiente para
distinguir entre esses géneros, a regido avaliada parece ser muito conservada para 0 grupo.
Cosmospora e Pseudocosmospora sdo géneros reportados como cosmopolitas, sendo
encontrados com frequéncia em regides tropicais. Isolados do género Cosmospora ja foram
obtidos a partir de amostras de solo e musgos da Antartica (DUARTE et al., 2018b; DURAN
et al., 2019; GONCALVES et al., 2012; ROSA et al., 2020; WENTZEL et al., 2019). A
taxonomia deste grupo € complexa, com filogenia ainda ndo tdo definida. De acordo com
Herrera et al. (2013), foram utilizados 6 marcadores moleculares diferentes (ITS, LSU, MCM?7,

rpb1, tefl e B- tubulina) para identificacdo de representantes desse género.
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Os isolados J2B e J2C foram associados ao género Leuconeurospora, que compreende
5 espécies (https://www.mycobank.org/). Isolados desse género ja foram encontrados em
cavernas de morcegos, solo e em amostras antarticas (KOCHKINA et al., 2014). A discussédo
taxonémica para este género ainda é complexa, individuos estdo sendo reclassificados e novas
espécies estdo sendo descritas (MALLOCH et al., 2016). De acordo com Malloch et al. (2016)
apenas ITS ndo € suficiente para distinguir espécies do género Leuconeurospora, 0s autores
reportaram no trabalho o uso de trés marcadores moleculares (ITS, RPB1 e RPB2). Vaz et al.
(2011) utilizaram os marcadores ITS e D1/D2 para identificacdo de fungos do género

Leuconeurospora.

Os isolados D2B e D8C foram associados ao género Thelebolus que compreende 26
espeécies (https://www.mycobank.org/). Isolados desse género sdo frequentemente encontrados
em amostras antarticas e outros ambientes frios (DUARTE et al., 2018b; DURAN et al., 2019;
SANTOS; MEYER; SETTE, 2020; SAZANOVA et al., 2019; TSUJl et al., 2013; WENTZEL
et al., 2019). No presente trabalho, ndo houve resolucédo suficiente para definir a espécie dos
isolados. De acordo com Hoog et al. (2005) € necessaria a utilizacdo de 3 marcadores (SSU,
ITS e B-tubulina) para avaliar o agrupamento de isolados do género Thelebolus. Bovio et al.
(2018) utilizaram os marcadores ITS e B-tubulina para identificar novas espécies (T.

balaustiformis e T. spongiae) isoladas de esponjas marinhas.

Houve apenas um representante do género Trichoderma. Fungos desse género séo
reconhecidos como celuloliticos e a presenca da serragem pode ter induzido a selecdo dele nas
condicdes de cultivo aplicadas. Sdo fungos cosmopolitas, recuperados eventualmente de
amostras oriundas da Antartica (AZMI; SEPPELT, 1998; DUARTE et al, 2018b; SAILI et al.,
2014; WENTZEL et al., 2019). Isolados do género Trichoderma foram reportados na literatura
como degradadores de diferentes tipos de poluentes ambientais, incluindo pesticidas e corantes
téxteis, habilidade que pode ser atribuida a enzimas ligninoliticas expressas por fungos
degradadores de biomassa vegetal (ADNAN et al., 2015; ORTEGA et al., 2011,
SHANMUGAM et al., 2017).

5.2.  Temperatura 6tima de crescimento

Dentre as temperaturas avaliadas, a temperatura 6tima mais frequente foi a de 20 °C,

tendo em vista que oito dos 20 isolados testados apresentaram melhor crescimento nesta
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temperatura. Um total de quatro isolados cresceu melhor a 25 °C, outros cinco a 30 °C e dois a
15 °C (Tabela 5). O isolado J8D identificado como Trichoderma sp. cresceu em toda a &rea da
placa e em todas as temperaturas estudadas. Os resultados indicaram que a temperatura foi um
fator importante para o crescimento dos fungos isolados das amostras de sedimento marinho da
Antértica (Figura 6).

Tabela 5: Caracterizacao da temperatura 6tima de crescimento dos fungos estudados, considerando area

de crescimento em 4 temperaturas (15, 20, 25 e 30 °C) apds 7 dias em meio MA2. Ranqueamento da
melhor temperatura realizado por meio de andlise de varidncia e teste de Tukey (p<0,05).

Isolado Identificacio Melhor Observagéo
Temperatura
J2B Leuconeurospora sp. 15°C B )
J2C Leuconeurospora sp. 15°C Nao crescem acima de 20 °C
J2F Geomyces/Pseudogymnoascus sp. 20 °C
D2B Thelebolus sp. 20 °C N&o cresceram acima de 25 °C
D8A Geomyces/Pseudogymnoascus sp. 20 °C
D8B Thelebolus sp. 20 °C
J2D Geomyces/Pseudogymnoascus sp. 20 °C
JBA Geomyces/Pseudogymnoascus sp. 20 °C
D2A Geomyces/Pseudogymnoascus sp. 20 °C
D2D Geomyces/Pseudogymnoascus sp. 20 °C
J2E1 Aspergillus cf. creber 25°C
J2E2 Aspergillus cf. creber 25°C
J8B1 Cosmospora/Pseudocosmospora 25°C
J8B2 Cosmospora/Pseudocosmospora 25 °C
D2C Penicillium cf. oxalicum 30°C
D2pP Penicillium cf. oxalicum 30°C
D8C1 Aspergillus cf. sydowii 30°C
D8C2 Aspergillus cf. sydowii 30°C
J2A Penicillium cf. oxalicum 30°C
18D Trichoderma sp. ND Cresceu em toda a placa em

todas as temperaturas

ND = ndo determinada
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15°C 20°C 25°C 30°C

Figura 6: Figura demonstrativa da area de crescimento dos fungos. Crescimento do isolado J8B1 em
meio MA2, incubados em quatro temperaturas diferentes por 7 dias. Fonte: A autora.

De acordo com os resultados obtidos, dois dos isolados (J2B e J2C) podem ser
considerados como psicrofilicos, uma vez que ndo apresentaram crescimento acima de 20 °C
(Figura 7). Esses isolados foram identificados como pertencentes ao género Leuconeurospora.
Segundo Malloch et al. (2016), isolados desse género demonstraram crescimento em
temperaturas entre 7 °C e 22 °C, enquanto Vaz et al. (2011) observaram o crescimento tanto a
4 °C quanto a 20 °C.

Um total de oito isolados (J2F, D2B, D8A, D8B, J2D, J8A D2D e D2A) apresentaram
melhor temperatura de crescimento a 20 °C, sendo que quatro ndo apresentarem crescimento a
30 °C (J2F, D2B, D8A, D8B). Dois desses isolados (D2B e D8B) pertencem ao género
Thelebolus e ndo cresceram acima de 25 °C (Figura 8). De acordo com Duréan et al. (2019)
fungos do género Thelebolus demonstraram crescimento a 15 °C e a 25 °C. Ja foi observado o
crescimento de individuos desse género em temperaturas de 2 °C, sendo induzido o dimorfismo
em temperaturas a 22 °C (SAZANOVA et al., 2019). Os outros seis isolados com melhor
crescimento a 20 °C, sdo os identificados como Geomyces/Pseudogymnoascus sp. (J2F, D8A,
J2D, JBA D2D e D2A). Em outros trabalhos reportados na literatura, como o de Azmi e Seppelt
(1998), tambem foi verificado este mesmo espectro de temperatura 6tima, onde os fungos
antarticos avaliados apresentaram crescimento maximo no espectro de 15-25 °C, sendo 20 °C

a melhor temperatura para a maioria dos isolados.

Considerando a origem dos micro-organismos avaliados, o fato da maioria apresentar
crescimento em temperaturas abaixo de 20 °C evidencia a adaptacdo ao ambiente antartico.
Martorell et al. (2019) demonstraram resultados similares quanto & avaliacdo de temperatura de
crescimento de 51 fungos antarticos, onde 12 foram considerados psicrofilicos e 29

psicrotroficos, sendo a temperatura 6tima entre 15 °C e 25 °C para a maioria dos isolados.
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Figura 7: Crescimento (cm?) dos isolados flingicos nas quatro temperaturas avaliadas (15, 20, 25 e 30
°C) ap0s 7 dias incubacdo em MA2. (a) J2A; (b) J2B; (c) J2C; (d) J2D; (e) J2E1; (f) J2E2; (g) J2F; (h)
JBA; (i) J8B1; (j) J8B2. *O isolado J8D ndo se encontra no gréafico por ter crescido em toda a placa em

todas as temperaturas. Analise de variancia (ANOVA) One-way, e teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: a
autora.
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Figura 8: Crescimento (cm?) dos isolados flingicos nas quatro temperaturas avaliadas (15, 20, 25 e 30
°C) ap6s 7 dias de incubagdo em MA2. (a) D2A,; (b) D2B; (c) D2C; (d) D2D; (e) D2P; (f) D8A,; (g)
D8B; (h) D8C1 e (i) D8C2. Analise de variancia (ANOVA) One-way, e teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: a autora.

Um total de quatro isolados apresentou temperatura 6tima em 25 °C (J2E1, J2E2, J8B1
e J8B2), dois sdo do género Cosmospora/Pseudocosmospora (J8B1 e J8B2). Esses géneros sao
frequentemente observados em regiBes tropicais, 0 que justifica a tolerancia a temperaturas
mais altas pelos isolados. No estudo de Duran et al. (2019), o melhor crescimento foi observado
a 15 °C, sendo que temperaturas mais baixas resultaram no crescimento reduzido para isolados
antarticos do género Cosmospora/Pseudocosmospora (Figura 7). Os outros dois isolados com
temperatura 6tima a 25 °C foram J2E1 e J2E2, identificados como Aspergillus cf. creber. Este
género é cosmopolita e frequentemente recuperado na Antartica e, assim como os isolados J8B1
e J8B2, podem ter sido originados em areas tropicais e desenvolvido tolerancia a baixas
temperaturas.
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Cinco isolados apresentarem melhor crescimento a 30 °C (D2C, D2P, D8C1, D8C2 e
J2A), dois deles foram identificados como Aspergillus cf. sydowii (D8C1 e D8C2) e trés
identificados como Penicillium cf. oxalicum (J2A, D2C e D2P). Fungos do género Aspergillus
e Penicillium séo encontrados tanto em regides tropicais quanto em regides polares. Conforme
Cong et al. (2017), o fungo da espécie A. sydowii mostrou crescimento entre 3 °C e 37 °C, com
temperatura 6tima a 20 °C. Outros estudos reportaram dados similares de temperatura de
crescimento para isolados antarticos do género Penicillium, entre 25 °C e 5 °C, sendo que nesta
ultima o crescimento foi reduzido (BROADY; WEINSTEIN, 1998).

A adaptacéo de fungos a baixas temperaturas envolve principalmente mecanismos para
manter a estabilidade da membrana, producdo de enzimas antioxidantes, catalase e producéo de
crioprotetores, como o glicerol, manitol e trealose (RUISI et al., 2007; SAZANOVA et al.,
2019; TSUJI, 2016).

Com base nas observacgdes e nos resultados obtidos, 20 °C foi a temperatura definida
para realizacdo dos experimentos de antagonismo, descoloracdo e destoxificacdo do corante

téxtil indigo carmine.

5.3.  Antagonismo entre os isolados

Os resultados da avaliagdo de antagonismo entre os isolados estudados mostraram
inibicdo pela maior parte deles. Os isolados D2A, D2B, D2D, D8B e J2D néo inibiram nenhum
outro fungo, porém eles foram inibidos por outros fungos. Um total de cinco isolados foram os
que inibiram um maior numero de fungos, sendo dois deles identificados como
Leuconeurospora sp. (J2B e J2C) e trés identificados como Penicillium cf. oxalicum (J2A, D2C
e D2P) (Tabela 6).

A principal desvantagem apresentada pelo antagonismo € que isso limitou
consideravelmente a possibilidade de combinac@es para estruturacdo de diferentes consorcios,

considerando que os isolados que mais descolorem estdo dentro dos que mais inibem.
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Tabela 6. Matriz de interagdes entre isolados observadas ap6s 14 dias de incubagdo em meio de cultivo
MAZ2. Relacionar isolado da coluna com isolado da linha: A>: isolado inibiu; < a: isolado foi inibido
por; B: inibicdo matua; C: sobreposi¢do sem inibicdo aparente.

D2A D2B D2C

D2D D2P D8A D8B D8C J2A J2B J2C J2D J2E J2F J8A J8B J8D

D2A
D2B
D2C
D2D
D2P
D8A
D8B
D8C
J2A
J2B
J2C
J2D
J2E
J2F
JBA
J8B
J8D

A>
A>
A>
<a
<a

<a

<a
<a
<a

<a

<a

<a

<a

<a

<a

A >
A >
A>

A>
A>
A>
A>
A>
C

<a

<a
<a

<a

<a

<a

<a

C

A >
A>

A>
A>
A>
A>
A>
Cc

<a <a <a A> A> A> A> A> A> A> C
A> A> A> A> C

<a <a <a B <a <a <a <a <a C
A> A> A> A> A> A> Cc

<a <a <a B <a <a <a <a A> C
A> A> A> Cc

A> A> A> A> A> C

A> C

<a C
<a C
<a C
C

C

Cc

Cc

C

O ambiente marinho antartico impde diversos tipos de desafios e limitacdes, obrigando

0s organismos a competir pela sobrevivéncia. De acordo com Yogabaanu et al. (2017) fungos

oriundos da Antartica pertencentes aos géneros Pseudogymnoascus e Penicillium sdo capazes

de inibir diferentes organismos patogénicos.

Novos compostos antimicrobianos estdo entre as principais moléculas em

bioprospec¢do nos ultimos anos. Os fungos de origem marinha e ambientes extremos, como o

Artico e a Antartica, tém sido amplamente explorados por seus metabdlitos secundérios. A

producdo de um novo composto antibactericida por fungo do género Pseudogymnoascus foi
reportado por Shi et al. (2021). Da mesma forma, Shah et al. (2020) e Li et al. (2018)

observaram a producao de compostos bactericidas por fungos marinhos do género Penicillium

e Aspergillus, respectivamente.
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De acordo com Bovio et al. (2019) os micro-organismos marinhos tém sido
responsaveis por cerca de 35% dos principais novos produtos com aplica¢do biomeédica. Essa
capacidade de producdo de compostos pode ser responsavel por conferir vantagem aos

organismos nestes ambientes, que geralmente sdo altamente competitivos e oligotroficos.

5.4. Descoloracao e destoxificacdo do corante téxtil indigo carmine pelos fungos

marinhos

Dentre os 20 isolados avaliados, trés apresentaram alta capacidade de descoloragéo do
corante téxtil indigo carmine (acima de 60%) e trés apresentaram capacidade moderada (acima
de 30%) em meio de cultivo MA2. Os melhores resultados de descoloracéo foram obtidos com
os isolados J2A (82%), D2C (76%) e D2P (60%), os quais foram identificados como
Penicillium cf. oxalicum. Os isolados J2C (37%), J2E1 (30%) e J2E2 (42%), identificados como
Leuconeurospora sp. e Aspergillus cf. creber, respectivamente, apresentaram descoloracéo
moderada (Tabela 7).

Os resultados de descoloracdo apresentados pelos isolados D2C e D2P ja eram
esperados, pois esses isolados haviam demonstrado potencial para descolora¢do do corante
indigo sulfuroso em trabalho prévio do grupo. Além disso, outros trabalhos reportaram a
descoloracdo e destoxificacdo de corantes por linhagens de Penicillium oxalicum, tanto por
degradacdo enzimatica (SAROJ et al., 2014) quanto por adsorcdo (ZHANG et al., 2003).

Um total de seis isolados (J2A, J2E1, J2E2, J8D, D2C e D2P) apresentou toxicidade
maior do que a do respectivo controle (Tabela 7). Entre esses isolados estdo os que
apresentaram as maiores porcentagens de descoloracdo. Isso pode estar relacionado com o fato
de que a degradacdo da molécula do corante em 7 dias de cultivo possa ter gerado subprodutos
de degradacdo com maior toxicidade do que o proprio corante ou a producdo de compostos
toxicos na presenca do corante. O pH baixo pode ter sido um fator que contribuiu para a
toxicidade, especialmente para os isolados J2A, D2C e D2P (FONTES et al., 2021; RAMSAY;
NGUYEN, 2002).

Por outro lado, os isolados J2F e J8A, identificados como
Geomyces/Pseudogymnoascus sp., apresentaram valores de toxicidade baixos, e o isolado
D8C2 (Aspergillus cf. sydowii) apresentou destoxificagdo moderada, evidenciando o potencial

para destoxificacdo do composto. A espécie A. sydowii ja foi isolada de efluente téxtil e
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demonstrou producdo de enzimas associadas a degradacdo de corantes (e.g. lacase, celulase e
lipase), sendo capaz de descolorir 74% o corante RBBR em 7 dias (BERNAL et al., 2021).
Tabela 7. Caracterizacdo do sobrenadante, pH médio, absorbancia, descoloracdo, toxicidade e

destoxificacdo do corante indigo carmine ap6s cultivo de 7 dias em caldo MA2 + 0,1¢g/L de corante
indigo carmine, 20 °C e 140 rpm. CTR1 — controle lote 1; CTR2 — controle lote 2; CTR 3 — controle

lote 3.

_Cc')digo Cor QH_ Absorlbéncia % i % % i
isolado médio média Descoloracdo.  Toxicidade Destoxificacdo
CTR1 Verde claro 5,20 0,277 = 0,00 77,3+471
D2A Verde claro 5,67 0,378 + 0,06 0,0 62,5+ 7,66 14,8 £ 6,26
D2D Verde escuro 6,33 0,452 + 0,02 0,0 65,5 + 4,68 11,8 + 3,83
J2A Amarelado 3,23 0,048 + 0,00 82,5+2,75 90,0+ 2,69 *12,6 2,20
J2B Verde claro 5,63 0,331 £ 0,02 0,0 70,4 + 17,35 6,9 + 14,17
J2C Amarelado 4,83 0,172 + 0,00 37,7+2,05 71,0+ 9,78 6,2 +7,98
J2D Verde claro 4,63 0,261 + 0,08 0,0 60,7 + 4,33 16,6 + 3,53
J2F Verde escuro 6,70 0,780 = 0,03 0.0 25+7,99 74,7 £ 8,07
JBA Verde escuro 5,77 0,578 £ 0,25 0.0 27,9 +22,73 49,3 + 18,57
CTR2  Verdeclaro 5,20 0,321+ 0,02 87,3+2,30
D2C Amarelo 2,30 0,074+ 0,00 76,9 + 3,59 100,0 £ 0,00 *12,7 £ 0,00
D2P Amarelo 2,17 0,128 + 0,01 60,0 + 6,47 100,0 £ 0,00 *12,7 £ 0,00
D8A  Verdeescuro 6,10 0,507 + 0,04 0,0 68,4 + 7,31 18,8 £5,98
D8C1 Amarelo 5,90 0,311+ 0,03 0,0 78,3+7,17 9,0+5,86
D8C2 Verde Claro 6,20 0,482 + 0,01 0,0 54,0 £ 6,94 33,2+ 5,67
J2E1 Amarelo 5,77 0,224 + 0,03 30,1+12,53 90,6 £ 6,40 *3,3+5,23
J2E2 Amarelo 5,50 0,185 + 0,01 42,3+5,79 942+1,84 *6,8 £ 1,50
J8D Verde escuro 7,10 0,376 + 0,01 0,0 92,0+ 3,42 *4,7+2,79
CTR3 Amarelo 5,13 0,158 + 0,02 88,9+ 3,23
D2B Amarelo 5,03 0,170 £ 0,07 0.0 72,1 +£16,49 16,7 £ 13,46
D8B Amarelo 6,17 0,232 + 0,08 0.0 62,5+ 22,71 26,4 £ 18,55
J8B1 Amarelo 5,13 0,260 = 0,03 0.0 73,9+ 16,16 15,0 £ 13,20
J8B2 Amarelo 5,37 0,436 £ 0,11 0.0 69,0+ 11,77 19,8 + 9,62

*: mais toxico que o controle
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Para os trés isolados (J2F, JBA e DB8C2) que apresentaram destoxificacdo, a
descoloragdo ndo pode ser quantificada, pois 0 ensaio apresentou absorbancia maior do que a
do controle o que pode indicar uma modifica¢éo na estrutura quimica do corante, ou producgéo
de outros metabdlitos secundarios durante o metabolismo, 0 que, consequentemente, pode ter

influenciado na toxicidade do sobrenadante.

O uso de fungos marinhos e extremafilos em estudos de degradacéo de corantes téxteis
pode apresentar vantagens bioldgicas, tais como enzimas de baixa temperatura de acédo
(DUARTE et al., 2018b; TSUJI et al., 2013), tolerancia a hidrocarbonetos (HUGHES;
BRIDGE; CLARCK, 2007), tolerancia a salinidade (KOCHKINA et al., 2007) e tolerancia a
metais (FERNANDEZ et al., 2017).

A degradacdo do indigo carmine por fungos ja foi reportada na literatura. De acordo
com Huy et al. (2020), o fungo Fusarium oxysporum HUIBO2 foi capaz de descolorir 77% do
corante em 6 dias. Cano et al. (2011) observaram 100% de descoloracdo de indigo carmine
utilizando micélio liofilizado do basidiomiceto Trametes versicolor 8273. Bankole et al. (2017)

observaram descoloracdo de 99% de corante indigo em 5 dias pela levedura Diutina rugosa.

O caldo/extrato enzimatico produzido pelos fungos pode ser utilizado diretamente para
a degradacdo do corante, a principal vantagem é a reducdo do tempo de descoloracdo
(ZAPATA-CASTILLO et al., 2015). No trabalho de Li et al. (2015b) foi demonstrado que o
extrato enzimatico do fungo Phanerochaete chrysosporium CICC 40719 é capaz de descolorir
90% de indigo carmine em 6 horas. Em adicdo, Lopes et al. (2020) observaram a capacidade
do fungo Pleurotus eryngii PLE 05 em descolorir 100% de indigo carmine em 24 horas por

meio de extrato enzimatico.

Alguns dos estudos reportados na literatura com porcentagens maiores de descoloragédo
e degradacdo utilizaram concentragdes baixas do corante (10 a 60 mg/L). A concentragdo pode
influenciar na degradacdo, como reportado por Bankole et al. (2017) que observaram uma
diminuicdo na eficiéncia de degradacdo em concentracdes acima de 60 mg/L. Da mesma forma
Bernal et al. (2021) observaram menores taxas de descoloragdo para concentrag0es muito altas
de corante 1.000 mg/L.

Quando se trata de descoloracgdo de corantes, a maior parte dos estudos publicados na
area utilizaram fungos basidiomicetos (fungos da podriddao branca), uma vez que estes
produzem enzimas ligninoliticas em grandes proporc6es. No presente trabalho, os principais

isolados responsaveis pela descoloragéo e destoxificacdo sdo ascomicetos. Recentemente tem-
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se observado 0 aumento de estudos de degradacéo de corantes e outros poluentes envolvendo
ascomicetos, tanto com o uso de fungos, quanto de seus extratos enziméaticos. Em adi¢do, tem-
se observado tambeém a producdo ligninases por ascomicetos, incluindo fungos dos géneros
Penicillium, Aspergillus e Geomyces/Pseudogymnoascus (BERNAL et al., 2021; CONG et al.,
2017; DUARTE et al.,2018b; WENTZEL et al., 2019). De acordo com Singh e Singh (2017),
o fungo Aspergillus flavus foi capaz de descolorir entre 60-70% de corantes acidos e basicos
num periodo de 10 dias. Similarmente Ashrafi et al. (2013) observaram descoloracdo de 13
corantes sintéticos de diferentes classes, mediado por lacase purificada do ascomiceto
Paraconiothyrium variable. Condigdes de descoloracéo e destoxificagdo podem ser otimizadas
com a alteracdo de parametros fisico-quimicos, como visto em Vieira et al. (2021), que
utilizaram consorcios de fungos e bactérias associados a ambientes marinhos para descoloracao

do corante RBBR, otimizando o processo em condicdo salina.

Na conducgdo dos experimentos de descoloracdo/destoxificacdo foi observada uma
reacdo do corante com o meio MA2, contudo, ndo foi observada adsorcdo do corante pelos
isolados estudados. Ademais, foi possivel constatar a habilidade ou potencial de descoloracédo
e destoxificacdo dos fungos antarticos e a partir disto foram selecionados os isolados utilizados

para compor 0s consorcios.

5.5. Ensaios de degradacéo do corante téxtil indigo carmine pelos consércios fungicos

Para solucionar o problema de reacdo do corante com o meio de cultivo foi realizado
um experimento utilizando meio Minimo Mineral (MM1) acrescido de fonte de carbono (0,1%
de extrato de malte, 0,1% de glicose). Os resultados demonstraram que ap6s 7 dias o corante
estava integro, sem alteracdo de cor. Além disso, foi realizado um teste para averiguar o
crescimento dos fungos utilizando MM1+0,1% como fonte de carbono. Com base na biomassa
observada, foi definido que o meio MML1 acrescido de 0,1% de glicose seria utilizado nos

estudos de descoloracdo e destoxificacdo pelos consorcios fangicos.

Os consorcios foram estruturados com base nos ensaios realizados anteriormente,
visando estabelecer uma condicgéo de estimulo ao co-metabolismo e acao sinérgica dos micro-
organismos, aumentando a probabilidade de se obter a mineralizagcdo do corante (Tabela 8).
Sendo assim, os isolados J2C, J2F e D8C2 foram escolhidos como base para os consorcios

enquanto a variagdo foi o Penicillium cf. oxalicum (J2A, D2C e D2P). Foram considerados
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principalmente os resultados de descoloragéo e destoxificagdo, assim como a taxonomia deles
(Leuconeurospora sp., Geomyces/Pseudogymnoascus sp. e Aspergillus cf. sydowii). Existem
ainda outras combinacdes de consorcio e abordagens que podem ser exploradas com os fungos

antarticos estudados.

Apo6s os 7 dias de cultivo o ensaio foi filtrado, sendo o sobrenadante utilizado para
analise de descoloracgdo, destoxificacdo e pH. Nestas condicdes, foi observada visualmente a
adsorcéo do corante pelos micélios fangicos.

Tabela 8. Descricdo dos consorcios estruturados para avaliagdo de descoloracdo, destoxificagéo,
adsor¢do e producdo de enzimas ligninoliticas. J2A (82% descoloragdo), D2C (76% descoloracéo) e

D2P (60% descoloragdo), J2C (37% descoloragdo e 6% destoxificacdo), J2F (74% destoxificagdo) e
D8C2 (33% destoxificacdo).

Consorcio 1 Consorcio 2 Consorcio 3
J2A D2C D2pP
J2C J2C J2C
J2F J2F J2F

D8C2 D8C2 D8C2

5.5.1. Descoloracéo do corante indigo carmine pelos consorcios fungicos

Com base nos resultados obtidos neste primeiro experimento, pode-se observar
descoloracdo em todos 0s consorcios estruturados, a descoloracdo para 0s trés consorcios
testados, C1, C2 e C3, foi de 48%, 63% e 57%, respectivamente, havendo diferenca estatistica
entre 0 C1 e C2 (Figura 9). Nao houve uma mudancga na cor do sobrenadante (azul para
roxo/violeta) como reportado em alguns trabalhos. Foi observada uma diminuicdo da

intensidade de azul, mais intensa ao inicio do ensaio e ao final do ensaio mais clara.
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Figura 9. Descoloracdo do corante indigo carmine (100 mg/L) pelos trés consércios ap6s cultivo em
meio minimo mineral 1 acrescido de 0,1% de glicose e 100 mg/L de corante indigo carmine ap6s 7 dias
a 20 °C e 140 rpm. Analise de variancia (ANOVA) One-way, e teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: a
autora.

Os valores de descoloragao anteriormente obtidos podem ter sido aumentados devido a
reacdo inicial do corante com o extrato de malte, onde houve a modificagdo do grupo cromoforo
(mudando de azul para verde, em alguns casos amarelado), indicado pela mudanca de cor,
evento que pode ter facilitado a degradacdo dos subprodutos resultantes pelos fungos. Além
disso, a mudanca do meio de cultivo pode ter influenciado o resultado, considerando que 0 meio
malte é um meio complexo enquanto o meio minimo mineral € um meio quimicamente definido
e além de glicose ndo foi adicionado nenhuma outra fonte de carbono, nitrogénio e vitaminas

que podem ser obtidas do extrato de malte.

De acordo com Mishra e Malik (2014) o consorcio composto pelos fungos Aspergillus
terreus, Aspergillus lentulus e Rhizopus oryzae apresentou melhor performance de
descoloragdo em comparagdo com os resultados obtidos com os fungos individualmente. O
consorcio estudado por Shakeel et al. (2020), constituido por uma bactéria (Shewanella sp.
NIAB-BM15) e um fungo (Aspergillus terreus NIAB-FM10) descoloriu o corante vermelho
S3B em 4 horas.

No presente trabalho foi observada a formacgéo de pellets miceliais pelos fungos do
consorcio. Essas estruturas sdo uma forma otimizada do fungo filamentoso se desenvolver,
quando em meio liquido sob agitacdo, melhorando a disperséo de oxigénio e nutrientes (LI et

al., 2020). De acordo com Tang et al. (2019) nos experimentos com o consorcio constituido
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pelo fungo Aspergillus sp. XJ-2 e pela microalga Chlorella sorokiniana XJK tambem houve a
formagéo de pellets miceliais e descoloracéo do corante vermelho disperso 3B.

Dois dos fungos componentes dos consorcios estudados sdo dos géneros Aspergillus e
Penicillium e estdo entre os isolados que apresentaram bons resultados de descoloracdo e
destoxificagdo. Outros estudos envolvendo estes géneros evidenciaram a capacidade dos
mesmos para descoloracao de corantes quando em consércios, como € o caso de Saroj et al.
(2015) que reportaram a completa descoloracdo dos corantes vermelho acido 183 e vermelho
direto 75 em concentrac@es entre 200 e 400 mg/L pelo consércio composto por P. oxalicum, A.
niger e A. flavus.

5.5.2. Fitotoxicidade do corante indigo carmine aps tratamento com os consércios flngicos

Os resultados de toxicidade ap6s 7 dias de cultivo (Figura 10) foram maiores nos
tratamentos com os consoércios (100% de inibicdo das sementes em todos) do que no
experimento controle (50% de toxicidade). O aumento da toxicidade pode ser resultante da
degradacdo do corante em subprodutos mais toxicos, que pode variar conforme o método de
degradacdo e/ou complexo enzimatico usado na degradacdo do composto (RAMSAY;
NGUYEN, 2002; FONTES et al., 2021).
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Figura 10. Fitotoxicidade utilizando C. sativus como bioindicador apresentada pelos consorcios
cultivados em meio minimo mineral 1, acrescido de 0,1% de glicose e 100 mg/L de corante indigo
carmine apoés 7 dias a 20 °C e 140 rpm. Analise de variancia (ANOVA) one-way, e teste de Tukey (p <
0,05). Fonte: a autora.
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As condigdes de cultivo dos consorcios podem ser otimizadas focando na diminuicao
da toxicidade. A adicdo de surfactantes ou maior periodo de incubacdo podem ser diferenciais
para otimizacao destes processos. O processo de otimizacao utilizado por Vieira et al., (2021)

foi eficiente em melhorar os resultados de destoxificacdo e descoloracao.

5.5.3. Avaliacéo da presenca de enzimas ligninoliticas

As enzimas ligninoliticas avaliadas ndo foram detectadas nos caldos de cultivo
(sobrenadantes) dos tratamentos com 0s consaércios nas condi¢des estudadas. Considerando que
os isolados tém origem marinha e Antértica, as condicdes de analise (e.g. tempo de incubacéo,
condigdes de deteccdo) podem né&o ter sido as ideais para a detecgédo das enzimas. De acordo
com Cong et al. (2017) a linhagem A. sydowii MS-19 isolada de amostra da Antartica produziu
ligninases com atividade enzimatica entre 0 °C e 30 °C. Da mesma forma Asadi, Makhdoumi
e Asoodeh (2020) reportaram que a lacase produzida pela bactéria marinha estudada teve
atividade 6tima a 20 °C, em contraste com a temperatura reportada como 6tima para medicao
da atividade de lacase, que é de 37 °C. Os autores atribuiram as peculiaridades da enzima ao

habitat original da bactéria (Mar Caspio).

A producéo dessas enzimas pode ser estimulada por meio da adicdo de indutores (e.g.
biomassa vegetal, ABTS e siringaldazina). Huy et al. (2020) observaram o aumento de 5 vezes
na producdo de enzimas ligninoliticas por Fusarium oxisporum HUIBO02 utilizando biomassa
vegetal. Assim como Zapata-Castillo et al. (2015) observaram a descoloracdo de 100% de

indigo carmine com a adigdo de siringaldeido como mediador de lacases.

Os resultados negativos para a producdo de enzimas ligninoliticas, associados a baixa
adsorcdo do corante pelos micélios fungicos, indicam que a descoloracdo do indigo carmine
observada nos tratamentos ocorreu por outras vias metabolicas ndo avaliadas neste estudo.
Assim, a descoloracdo pode estar ocorrendo intracelularmente ou sendo mediada por outras
enzimas extracelulares, sendo necessarios experimentos adicionais para averiguar estas

hipdteses.

Enzimas ndo ligninoliticas atuam no processo de degradacéo de poluentes ambientais.
Um exemplo € o sistema citocromo P450 (CYP450), que compreende uma variedade de heme-
monooxigenases que realizam reacGes como: catélise oxidativa, epoxidacdo, desaminacdes e
dealquilagbes (DESHMUKH; KHARDENAVIS; PUROHIT, 2016; GIOVANELLA et al.,
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2020; HUSSAIN et al., 2020). Essas enzimas sdo encontradas em praticamente todos 0s
organismos, sendo que nos fungos sdo extremamente diversas, agrupadas em centenas de
familias (COOK et al., 2016; NELSON, 2018). Wang et al. (2019) demonstraram a degradacgéo
de inseticida neonicotinoide pelo basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium ME-446
intermediada pelo CYP450. No trabalho de Vieira et al. (2018) foi observada a degradagéo de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos pelo fungo marinho Marasmiellus sp. CBMAI 1062
mediada pelo CYP450. Vasconcelos et al. (2019) detectaram por andlise do transcriptoma
diversos genes expressos durante a degradacéo do pireno, dentre eles genes que codificam para

CYP450 monooxigenases.

Outro grupo de enzimas atuantes na degradacdo de poluentes ambientais sdo as
azoredutases e as epdxi-hidrolases, as quais podem complementar a degradacdo, metabolizando
compostos intermediérios gerados pela acdo do CYP450 (SCHWARZ et al., 2019; ZAFRA,;
CORTES-ESPINOSA, 2015). No estudo de Park et al. (2019) o fungo Dentipellis sp. KUC8613
foi analisado geneticamente, sendo encontrados 154 genes que codificam enzimas do sistema
CYP450, 11 genes para enzimas ligninoliticas, 19 epoxi-hidrolases, 16 alcool desidrogenases,
17 aldeido desidrogenases, entre outras. Estudos como este demonstram a complexidade
requerida para degradacdo de compostos recalcitrantes, ndo se restringindo somente a um grupo

enzimatico.

5.5.4. Adsorcédo do corante indigo carmine pelos micélios inativados

Os resultados apresentados na Figura 11 indicam baixa adsorcdo do corante pelos
micélios fungicos. Para os consorcios 1, 2 e 3 foi observado 2,0 %, 3,4 % e 1,9 % de adsor¢éo

respectivamente e ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos.
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Figura 11. Adsorcéo do corante pelo micélio inativado dos diferentes consorcios apés cultivo em meio
minimo mineral 1 acrescido de 0,1% de glicose e corante indigo carmine (100 mg/L) por 7 dias a 20 °C
e 140 rpm. Anélise de variancia (ANOVA) one-way, e teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: a autora.

A adsorcdo é reportada como uma das principais formas de remocéo de poluentes, sendo
um método simples e com bom custo-beneficio. De acordo com Hamad e Saied (2021), o fungo
Aspergillus niger MK640786 removeu 98% de vermelho congo por adsorcdo. Zhang et al.
(2003) usaram pellets miceliais de Penicillium oxalicum GCMCC 0810 para a adsor¢do de
corantes reativos, os pellets removeram 90% do corante por adsor¢do. Com o uso de fungos
vivos, pode-se observar tanto a adsorcdo pelo micélio quanto a degradacdo enzimatica. De
acordo com Li et al. (2020) pellets de fungos do género Penicillium foram capazes de descolorir
corantes em meios com deficiéncia nutricional e pellets de fungos do género Aspergillus foram

capazes de adsorver o corante e simultaneamente degradar em condicdo salina e acida.

A biomassa produzida durante a etapa do pré-indculo para este teste em meio MM1 +
0,1% de glicose, foi menor (ndo quantificada) quando comparada aos ensaios realizados
anteriormente em MAZ2. A quantificacdo da biomassa seca € uma boa opg¢éo para confirmar esta

observacao.

Considerando os resultados de toxicidade, descoloragcdo e adsorcdo (Tabela 9), o
consorcio 2 foi selecionado e submetido a novos experimentos com adicdo de fungos
basidiomicetos de origem Antartica (Pholiota sp. CRM 2306) e de origem marinha da costa
brasileira (Peniophora sp. CBMAI 1063).
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Tabela 9: pH médio, descoloragéo, destoxificacdo e adsorcao dos consércios selecionados apds cultivo
em meio MM1 + 0,1% de glicose + 0,1 g/L de indigo carmine por 7 dias a 20 °C e 140 rpm.

Consorcio pH médio % Toxicidade % Descoloracéo % Adsorc¢éo
CTR 6,90+0,01 55,2 +8.80 - -
Cl 6,44+0,03 100,0 + 0,00 48,7 £ 6,50 2,0+1,80
C2 6,46+0,03 100,0 + 0,00 63,0 £ 8,00 3,4+220
C3 6,54+0,02 100,0 + 0,00 57,0+5,90 1,9+220

5.6. Ensaios dos consodrcios acrescidos dos basidiomicetos Peniophora sp. CBMAI
1063 e Pholiota sp. CRM 2306

5.6.1. Descoloracdo do corante indigo carmine pelos consércios com inclusdo dos
basidiomicetos

Os novos consoércios descoloriram entre 40-50% do corante indigo carmine.
Comparados ao ensaio anterior, a descoloragcdo do C2 foi menor, contudo, anteriormente a
separacao do sobrenadante era realizada por meio de filtracdo, o que retinha parte do corante.
Neste ensaio, a separacdo foi realizada por meio de centrifugacdo, o que permitiu observar o0s
valores mais reais de descoloragéo (Figura 12).
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Figura 12. Analise de descoloracéo dos trés consorcios estudados ap6s cultivo em meio minimo mineral
1, acrescido de 0,1% de glicose e 100 mg/L de corante indigo carmine por 7 dias a 20 °C e 140 rpm.
Analise de variancia (ANOVA) one-way, e teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: a autora.
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Basidiomicetos sdo amplamente aplicados na degradacdo de corantes téxteis e outros
hidrocarbonetos poluentes. Estudos especificamente para descoloracdo do indigo carmine ja
foram realizados utilizando diferentes espécies, incluindo Phanerochaete chrysosporium,
Heterobasidion insulare, Ganoderma weberianum, Ceriporiopsis subvermispora, Trametes
versicolor e Pleurotus ostreatus (CANO et al., 2011; LI-HONG et al., 2016; KAHRAMAN et
al., 2012; PODGORNIK; POLJANSEK; PERDIH, 2001; TIAN et al., 2013; YAVUZ; KAYA,
AYTEKIN, 2014; ZHANG et al., 2016).

Os fungos basidiomicetos da podriddo branca tem alta producdo de enzimas
ligninoliticas podendo alcancar valores entre 80 e 100% de descolora¢do em tempos reduzidos.
Ambos o0s basidiomicetos acrescentados sdo pertencentes ao grupo dos fungos da podriddo
branca. Nao houve uma diferenca significativa entre os tratamentos com esses fungos. O tempo
de inoculacéo pode ter influenciado o resultado, considerando que os fungos ascomicetos foram
incubados 48 horas antes dos basidiomicetos serem introduzidos, sendo possivel ter ocorrido o
esgotamento das fontes de carbono. Além disso, pode ter ocorrido a inibigdo entre os fungos do
consorcio e os basidiomicetos. A andlise de antagonismo e o cultivo dos basidiomicetos

individualmente serdo necessarios para entender melhor o processo.

O fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 (C2 PEN) ja foi reportado como bom degradador
de corante preto reativo 5 (BONUGLI-SANTOS et al., 2016), onde foi alcancado 94% de
descoloracdo em 7 dias. Entretanto, estes resultados foram obtidos numa condic¢do otimizada,
um dos fatores de otimizacédo era a salinidade, condigdo ausente no presente estudo. Sabe-se
ainda gue este fungo ¢ altamente produtor de lacases (BRENELLI et al., 2019; MAINARDI et
al., 2017; OTERO et al.,, 2017) e outras enzimas ligninoliticas (BONUGLI-SANTOS,
DURRANT e SETTE, 2012) o que indica que as condi¢des do ensaio podem né&o ter sido as
mais favoraveis para o fungo. Um outro fator a ser considerado é a temperatura utilizada.
Apesar de crescer a 20 °C, todos os demais trabalhos que utilizaram o Peniophora sp. CBMAI
1063 em bioensaios de degradacdo de corantes e/ou produgéo de enzimas a temperatura foi de
28 °C. Além da temperatura, deve-se considerar o tempo de incubacdo. Os basidiomicetos

foram incubados por 5 dias nos consorcios.

O fungo Pholiota sp. CRM 2306 foi isolado de solo de recuo de geleira na Antértica,
em estudos prévios do grupo, apresentou descoloracgéo e destoxificacdo do corante vermelho do
congo, produgdo de enzimas ligninoliticas e temperatura 6tima de crescimento de 20 °C (dados

néo publicados), a mesma temperatura das condicdes de cultivo do presente trabalho.
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O consorcio com o Pholiota sp. CRM 2306 (C2 PHO) foi o que apresentou a maior
porcentagem de descoloracdo, podendo esta ter ocorrido tanto por degradacdo enzimética
quanto por adsorcao. De acordo com Kiiskinen, Réttd e Kruus (2004) espécies desse género
produziram enzimas ligninoliticas para degradacdo de corantes e outros poluentes. Individuos
do género Pholiota estavam entre os principais degradadores de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos no estudo de Steffe, Hatakka e Hofrichter (2002), sendo a degradagcdo mediada

principalmente por manganés peroxidase.

A verificagdo da presenca de enzimas ligninoliticas ndo foi realizada nestes

experimentos devido a quantidade de sobrenadante disponivel para a execugdo dos ensaios.

5.6.2. Toxicidade do corante indigo carmine apds tratamento com 0s consorcios acrescidos

dos basidiomicetos

Nesses ensaios de fitotoxicidade foram realizadas alteracdes (diluicdo do sobrenadante
1:1 e filtracdo em membrana de 0,22 um), uma vez que esporos do sobrenadante se
desenvolveram na semente de C. sativus e inibiram a germinacéo, o que pode ter causado a alta
toxicidade no ensaio anterior. Assim, foram necessarias adaptacdes ao método para verificar a

toxicidade real do sobrenadante.

O C2 sem basidiomiceto apresentou a maior toxicidade entre todos os tratamentos
(61,7%). O C2 PHO apresentou 43,2% de toxicidade, proximo a toxicidade apresentada pelo
controle (40,4%) e o C2 PEN apresentou toxicidade um pouco mais baixa do que a do controle
(32,1%) (Figura 13).

A menor toxicidade nos tratamentos C2 PEN e C2 PHO quando comparadas ao C2,
podem ser resultantes da agdo dos basidiomicetos. Estes fungos, como j& citado anteriormente,
tem um repertdrio de enzimas que podem ter sido expressas durante o periodo de incubacéo.
Além do corante, meio MM1 e 0,1% de glicose, nenhum outro componente foi adicionado. A
presenca do basidiomiceto no consércio introduz uma variagdo metabdlica que pode ter

degradado o corante e resultado na toxicidade mais baixa dos tratamentos.
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Figura 13: Andlise de fitotoxicidade dos tratamentos com os trés consaércios estudados apds cultivo em
meio minimo mineral 1, acrescido de 0,1% de glicose e 100 mg/L de corante indigo carmine por 7 dias
a 20 °C e 140 rpm. Andlise de variancia (ANOVA) one-way, e teste de Tukey (p < 0.10). Fonte: a
autora.

Apesar de ter apresentado uma toxicidade menor entre os tratamentos, a toxicidade dos
dois consorcios com basidiomicetos ndo foi estatisticamente diferente a do controle. O
consorcio C2 PEN apresentou a menor toxicidade dentre os tratamentos estudados (Figura 13).
A toxicidade nem sempre tem relacdo com a descoloracdo. Fontes et al. (2021) observaram
aumento da toxicidade aguda nos tratamentos de corante téxtil com enzimas do Peniophora sp.
CBMAI 1063.

5.6.3. Biomassa seca dos consorcios

O consorcio desenvolvido sem a presenga do corante acumulou menos biomassa (C2-
SC - 0,069 g) em relacdo aos bioensaios contendo o corante, sendo a maior biomassa o
tratamento com o C2 PHO (0,122 g), seguido do C2 PEN (0,111 g) e C2 (0,108 g) (Figura 14).
A diferenca de biomassa na presenca e auséncia do indigo carmine foi estatisticamente
significativa. Porém, considerando somente os tratamentos com a presenca do corante, ndo
houve diferenca estatistica. Isto pode indicar que os basidiomicetos provavelmente néo
desenvolveram muita massa micelial no tempo de incubacdo, considerando que eles foram

inoculados em formato diferente e que ficaram apenas 5 dias incubados em consércio. O
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desenvolvimento de maior quantidade de biomassa na presenca do indigo carmine pode indicar

a assimilagé@o do corante como fonte de carbono.
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Figura 14. Anélise de biomassa realizada por meio de peso seco. Cultivo do micélio realizado em MM1
+0,1% glicose/L com e sem corante (100 mg/L), incubados a 20°C por 7 dias sob agitagdo de 140 rpm.
Anadlise de variancia (ANOVA) one-way, com pos teste Tukey (p < 0,05).

Diferente destes resultados, Vieira et al. (2021) observaram que tanto na presenca
quanto na auséncia do corante RBBR, ndo houve diferenca na biomassa dos consércios
estudados. O acumulo de biomassa nao teve influéncia na producgdo de enzimas ligninoliticas
no estudo de Levin, Melignani e Ramos (2010), sendo reportado pelos autores que cofatores
como fontes de nitrogénio e vitaminas tiveram correlacdo com a maior producdo destas

enzimas.

As condic¢des de cultivo podem ter diferentes efeitos no comportamento e metabolismo
microbiano. Assim, podemos considerar os resultados do presente trabalho promissores, uma
vez que ndo foram ainda realizados estudos de avaliacdo de diferentes varidveis visando
otimizacdo da descoloracédo e destoxificacdo do corante indigo carmine. Em adigéo, analises
complementares serdo necessarias para averiguar a relacdo da biomassa com a atividade

metabdlica dos consorcios, bem como a cinética de adsorcéao e degradacdo do corante.
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5.6.4. Metabolitos de degradagdo GC-MS

Os cromatogramas dos tratamentos contendo 0s consorcios acrescidos dos
basidiomicetos (C2 PEN e C2 PHO), do consércio 2 sem os basidiomicetos (C2) e do controle
(CRT) estdo apresentados na Figura 15. Foi constatada a presenca de picos que representam

compostos do tipo amida, hidrocarbonetos simples, acidos graxos, aldeidos e alcoois.
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Figura 15. Cromatogramas dos ensaios (a) Controle, (b) C2PEN, (c) C2 e (d) C2PHO. Setas roxas
representam compostos hidrocarbonetos; setas cinzas compostos benzeno e fenol; setas azuis compostos
aldeidos; setas verdes compostos acidos graxos; setas pretas compostos nitrogenados. Fonte: a autora.

Hidrocarbonetos simples como o tetradecano foram observados em todos o0s
cromatogramas, o hexadecano nos tratamentos CTR e C2 e o0 benzeno nos CTR, C2 PEN e C2
PHO. Hidrocarbonetos simples diminuiram em relacdo ao controle, sendo que entre 0s
tratamentos C2 PEN e C2 PHO a reducéo desses picos foi similar, enquanto no C2 foi a menor

entre os trés.

Acidos graxos na forma de acido hexadecanoico apareceram em dois picos em todos 0s
tratamentos, o primeiro no tempo de retencdo (TR) 13,405 min e o segundo em 18,537 min.
Picos de acido octadecanoico foram observados em todos os tratamentos aos 15,386 min.
Entretanto, os tratamentos C2 PEN e C2 PHO apresentaram um segundo pico aos 15,931 min.
O acido hexadecanoico dos 18,548 min aumentou consideravelmente para C2 PEN, C2 PHO e

C2, porem para os demais &cidos graxos ndo houve alteracdo aparente nos picos.
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Aldeidos simples foram observados no CTR na forma de tetradecanal e octacecenal, aos
11,835 e 14,029 min, respectivamente. No tratamento com o C2 PHO esses compostos
apareceram como cis-9-hexadecenal aos 14,667 min. No geral, os aldeidos nos tratamentos

diminuiram consideravelmente.

Compostos nitrogenados foram observados em todos os tratamentos. Contudo, no
extrato do C2 houve um pico que ndo apareceu nos demais cromatogramas, com TR 14,680

min, correspondendo ao composto oleanitrila (85% similaridade).

Outros picos com compostos nitrogenados foram detectados, sendo o tempo de retencéo
similar em todos os cromatogramas (CTR, C2, C2 PEN e C2 PHO). O pico aos 15,615 min
correspondeu ao composto hexadecanamida (94% similaridade) para os tratamentos CTR, C2

e C2 PHO e octadecanamida (93% similaridade) para o tratamento C2 PEN.

O pico aos 17,320 min em todos os tratamentos correspondeu ao composto 9-
octadecanamida (91% similaridade). Enquanto o Gltimo pico, aos 17,480 min, correspondeu ao
composto octadecanamida (entre 86% e 89% similaridade) para os tratamentos CTR, C2 e C2
PHO e tetradecanamida (86 % similaridade) para o tratamento C2 PEN (Figura 15).

Todos os compostos nitrogenados aumentaram nos tratamentos, estes compostos fazem
parte do grupo de aminas/amidas graxas (fatty nitrile/amides) tendo como precursores acidos

graxos (Figura 16).
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Figura 16: Metabdlitos nitrogenados que foram detectados na anélise de GC-MS e estrutura do indigo
carmine. Fonte: a autora.

Metabolicamente, estes compostos nitrogenados podem ser hidrolisados em NHs e o
acido carboxilico correspondente pela enzima amida graxa hidrolase (FAAH — fatty acid amide
hydrolase). Essa enzima catalisa ligac6es de carbono-nitrogénio, podendo atuar em diferentes
amidas graxas independentemente do tamanho e nimero de insaturag¢fes, bem como compostos
ésteres e nitrilas (BOGER et al., 2000; MIN et al.,2019). Essa enzima ja foi identificada em
Candida albicans e outras leveduras, é uma enzima bem distribuida nos organismos, o que
sugere a presenga em ancestrais antes da divisdo procariota e eucariota. Entretanto, a
comparacao realizada por Min et al. (2019) mostra a separacéo de FAAH fldngicas em um grupo
monofilético. Aziz e Chapman (2020) teorizam que esta familia enzimatica esta envolvida na
comunicacédo entre plantas e fungos simbiontes/endofiticos, mediados por meio de alcamidas
(grupo de amidas graxas) presentes nos dois grupos. Nas condicOes testadas, estes compostos
nitrogenados detectados (Figura 16) ndo puderam ser associados diretamente a degradacao do
indigo carmine, uma vez que sdo subprodutos comuns do metabolismo podendo ser originados

em diferentes vias metabdlicas.

O benzeno e acidos carboxilicos podem ser encontrados ao final de degradacéo
oxidativa quimica ou biol6gica do indigo carmine (CHOWDHURY et al., 2020), entretanto,
sem a presenca de outros metabolitos intermediarios ndo se pode afirmar se eles sdo oriundos

da degradacéo do indigo carmine.

Resultados similares foram obtidos por Rajendran et al. (2015), onde produtos mais
simples como o octadecano foram detectados nas anélises de GC-MS apds degradacdo de

efluente téxtil (industria de jeans) por bactérias.

Compostos comumente detectados como metabdlitos de degradagédo do indigo carmine
sdo sulfonados, resultantes da quebra simétrica da molécula de corante, os quais sdo reportados
como subprodutos em diferentes métodos de degradacdo. Flox et al. (2006), utilizando métodos
foto-oxidativos, observaram a formacdo de insatina em GC-MS (TR 12,8 min) e em LC-MS
(TR 10,7). Lietal. (2015b) observaram por meio de GC-MS a formacao de insatina (TR 14,95)
como metabolito de degradacdo de indigo carmine mediado por enzimas de Phanerochaete

chrysosporium. Além da insatina, ja foram observadas a insatina-5-acido sulfénico bem como
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a forma indoline &cido sulfénico, estes compostos sulfonados podem ser resultantes da oxidagdo
ou reducdo da ligagdo C=C (FLOX et al., 2006; LI et al., 2015a).

Apesar de ndo terem sido detectados compostos reportados como intermediarios da
degradacdo do corante indigo carmine no presente trabalho, os resultados das analises de GC-
MS revelaram diferencas metabdlicas nos bioensaios, em especial para 0 C2 que apresentou
uma amina graxa a mais (oleanitrila) em relacdo aos tratamentos C2 PHO e C2 PEN. Em
adicdo, o C2 PEN apesar de ter apresentado aminas graxas nos mesmos TR, foram compostos
com cadeias de tamanhos diferentes dos ensaios C2 e C2 PHO. A ndo detecgdo de compostos
intermediarios pode ter ocorrido devido ao método de extracdo e analitico utilizados, que podem
ndo ter sido favoravel para os metabolitos de interesse. Seja no processo de extragdo no tempo
correto de incubacdo onde os metabdlitos poderiam ter sido detectados, nas condicdes de
deteccdo do equipamento, ou ainda pela baixa concentracdo dos metabdlitos. Novos métodos,
solventes e condicdes de analises devem ser testados para ampliar o espectro de deteccdo destes

compostos intermediarios e assim elaborar a rota metabdlica de degradacéo do corante.
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6. CONCLUSOES

A metodologia aplicada para a caracterizagdo taxondmica dos 20 fungos utilizados no
presente trabalho, os quais foram recuperados a partir de amostras de sedimentos marinhos da
Antartica, permitiu a identificacdo de 12 isolados no nivel de género, sendo que para 7 deles a
possivel espécie foi indicada. Para os outros 8 isolados, a caracterizacdo taxondmica permitiu
a indicacdo de dois possiveis géneros. Todos os fungos foram classificados como pertencentes

ao grupo dos ascomicetos.

A avaliacdo da temperatura 6tima de crescimento, revelou a adaptacdo dos isolados ao
ambiente antartico, sendo dois deles classificados como psicrofilicos e 12 como

psicrotolerantes.

Resultados de descoloracao e destoxificagdo acima de 30% foram obtidos para 20% e
10% dos isolados estudados, respectivamente. Quando combinados em consorcios, esses
isolados demonstraram habilidade para tolerar e descolorir o corante téxtil indigo carmine a 20
°C.

A adicdo dos fungos basidiomicetos de origem Antartica e de origem marinha da costa
brasileira aos consorcios ampliou o desempenho de descoloracdo e destoxificacdo do indigo
carmine, se comparado ao desempenho do consércio contendo apenas os fungos ascomicetos.
Os dados derivados das analises dos metabdlitos gerados durante a descoloracdo e

destoxificacdo do indigo carmine ndo puderam ser relacionados com a degradacdo do corante.

Os resultados do presente trabalho evidenciam o potencial de fungos recuperados
(seletivamente) a partir de amostras marinhas da Antértica para descolorir e destoxificar o
corante indigo carmine em temperatura baixa/moderada, abrindo novas perspectivas para
estudos de fungos extremofilos aplicados a biorremediacdo de poluentes ambientais. Em
adicdo, esses resultados agregam valor a colecdo de fungos da Antartica do Laboratorio de
Micologia Ambiental e Industrial (LAMAI), a qual esta associada a Central de Recursos
Microbianos da UNESP (CRM-UNESP).
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Apéndice A. Resultados mais similares obtidos no BLASTn no banco de dados NCBI.

o Identidade ~ '\UMero de L
Isolado  Resultados com maior similaridade BLASTn (%) acesso Identificacéo final
GenBank
Penicillium oxalicum strain CBS 219.30 99.61% MH855125.1
Penicillium asturianum strain CBS 173.81 99.61% MH861321.1
2A Penicillium oxalicum NRRL 787 99.59%  NR_121232.1 Pe';ixcail::icﬂd'
Penicillium soosanum CCF 3778 98.55% NR_173354.1
Penicillium mariae-crucis strain CBS 270.83 97.28% MH861584.1
Aspergillus capsici isolate IVA-389A 99.80% MN833370.1
Leuconeurospora sp. isolate AKO7KG1 99.59% KY623479.1
J2B Leuconeurospora capsici strain CBS 176.44 99.59% MH856125.1 Leucong;.rospora
[Polypaecilum] botryoides strain CBS 143.23 99.59% MH854756.1
Leuconeurospora capsici strain UAMH 11458 99.79% KJ755506.1
Aspergillus capsici isolate IVA-389A 100.00% MN833370.1
Leuconeurospora capsici strain UAMH 11458 100.00% KJ755506.1
32C Pseudeurotium sp. VKM-3198 100.00%  JN835209.1 Leuconggros‘)ora
Leuconeurospora capsici strain CBS 176.44 99.79% MH856125.1
Leuconeurospora capsici strain UAMH 11121 99.79% KJ755501.1
Pseudogymnoascus verrucosus strain UAMH 99.38% KJ755525.1
10579 1
Pseudogymnoascus roseus CBS 395.65 98.54% NR_165894.1
pp  Pseudogymnoascus ‘1%5;;““""“3 ATCC MYA- 9854%  NR_111838.1 Pfeeu%rgé;enfnsgés%ts
sp.
Pseudogymnoascus verrucosus UAMH 10579 98.35% NR_111197.1
Geomyces panno[jizl\\/l/ﬂr.l%sgerulatus voucher 98.35% DQ117444.1
Aspergillus versicolor strain CBS 583.65 100.00% EU076360.1
Aspergillus jensenii NRRL 58600 99.59% NR_135444.1
J2E1 Aspergillus creber NRRL 58502 99.59%  NR_135442.1 ASpi:%g'e‘Jrs cf.
Aspergillus tennesseensis NRRL 13150 99.58% NR_135447.1
Aspergillus versicolor ATCC 9577 98.76% NR_131277.1
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Aspergillus versicolor strain CBS 583.65 100.00% EU076360.1
Aspergillus jensenii NRRL 58600 99.79% NR_135444.1
J2E2 Aspergillus creber NRRL 58592 99.38%  NR_135442.1 ASpi"r%'t:L‘;s cf.
Aspergillus tennesseensis NRRL 13150 99.79% NR_135447.1
Aspergillus protuberus NRRL 3505 98.96% NR_135353.1
Pseudogymnoascus i/gg;l;cosus strain UAMH 99 18% KJ755525.1
Pseudogymnoascus verrucosus UAMH 10579 98.18% NR_111197.1
) Geomyces sp. ou
JoF Pseudogymnoascus ‘l‘g;“aans ATCC MYA 9837%  NR 111838.1 Pseudogymnoascus
sp.
Geomyces pannoSJ'rAnl\\/l/z:.lazas?E)erulatus voucher 98.17% DQ117444.1
Pseudogymnoascus roseus CBS 395.65 98.36% NR_165894.1
Pseudogymnoascusi (\)/Z;rguiosus strain UAMH 99 38% KJ755525.1
Pseudogymnoascus roseus CBS 395.65 98.76% NR_165894.1
Pseudogymnoascus destructans ATCC MY A- 0 Geomyces sp. ou
JBA 4855 98.55% NR_111838.1 Pseudogymnoascus
sp.
Geomyces panno[bjzl\\/l/z:.l%sgerulatus voucher 98.35% DQ117444.1
Pseudogymnoascusiggggend|culatus UAMH 97.93% NR_137875.1
Cosmospora viridescens IMI 73377a 99.18% NR_154791.1
Cosmospora arxii CBS 748.69 98.99% NR_145062.1
Cosmospora sp. ou
J8B1 Cosmospora stegonsporii CBS 122305 98.77% NR_159868.1 Pseudocosmospora
sp.
Cosmospora butyri strain CBS 301.38 98.71% MW827605.1
Cosmospora aquatica MFLU 15-0072 98.70% NR_168211.1
Cosmospora viridescens IMI 73377a 99.17% NR_154791.1
Cosmospora aquatica MFLU 15-0072 98.76% NR_168211.1
Cosmospora sp. ou
JgB2 Cosmospora butyri strain CBS 301.38 98.55% MW827605.1  Pseudocosmospora
sp.
Cosmospora fomiticola PDD 46398 98.55% NR_165845.1
Cosmospora arxii CBS 748.69 98.55% NR_145062.1
Trichoderma atroviride isolate CBS 142.95 100.00% AF456917.1
J8D Trichoderma scalesiae CBS 120069 99.81% NR_144876.1 Trichoderma sp.
Trichoderma neokoningii CBS 120070 99.44% NR_138446.1
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Trichoderma martiale BPI GJS 04-40 99.44% NR_134363.1
Trichoderma dorothopsis isolate HZA5 99.26% MH624140.1
Pseudogymnoascus verrucosus strain UAMH 99 40% KJ755525.1
10579
Pseudogymnoascus ci%s;rsuctans ATCC MYA- 98.61% NR_111838.1
Geomyces sp. ou
D2A pseudogymnoascus verrucosus UAMH 10579 98.42%  NR_111197.1 Pse“dogg’g‘”oascus
Pseudogymnoascus roseus CBS 395.65 98.57% NR_165894.1
Pseudogymnoascus appendiculatus UAMH 97.99% NR_137875.1
10509
Thelebolus balaustiformis MUT 2357 99.75% NR_159056.1
Thelebolus globosus CBS 113940 99.50% NR_138367.1
Thelebolus spongiae MUT 2359 99.24% NR_159057.1
D2B Thelebolus sp.
Thelebolus ellipsoideus CBS 113938 98.75% NR_160216.1
Cleistothelebolus nipigonensis CBS 778.70 95.48% NR_164284.1
Antarctomyces psychrotrophicus CBS 100573 94.78% NR_164292.1
Penicillium asturianum strain CBS 173.81 99.80% MH861321.1
Penicillium oxalicum strain CBS 219.30 99.80% MH855125.1
D2C Penicillium oxalicum NRRL 787 99.80%  NR 1212321  "enicillium cf.
oxalicum
Penicillium araracuarense CBS 113149 96.99% NR_119814.1
Penicillium mariae-crucis CBS 271.83 96.79% NR_111506.1
Pseudogymnoascus verrucosus strain UAMH 98.83% KJ755525.1
10579
Pseudogymnoascus i%s;guctans ATCC MYA- 98.60% NR_111838.1
Geomyces sp. ou
D2D Geomyces destructans isolate 20631-21 98.60% EU884921.1 Pse“dogggmascus
Pseudogymnoascus roseus CBS 395.65 98.37% NR_165894.1
Pseudogymnoascus appendiculatus UAMH 97.90% NR_137875.1
10509
Penicillium asturianum strain CBS 173.81 99.80% MH861321.1
Penicillium oxalicum strain CBS 219.30 99.80% MH855125.1
D2P Penicillium oxalicum NRRL 787 99.80%  NR 1212321  "enicillium cf.
oxalicum
Penicillium soosanum CCF 3778 98.63% NR_173354.1
Penicillium araracuarense CBS 113149 96.67% NR_119814.1




7

Geomyces destructans isolate 20631-21 97.84% EU884921.1
Pseudogymnoascus ci%s;rsuctans ATCC MYA- 97.76% NR_111838.1
Geomyces sp. ou
D8A Pseudogymnoascus verrucosus UAMH 10579 97.55% NR_111197.1 Pseudogymnoascus
Pseudogymnoascus roseus CBS 395.65 97.52% NR_165894.1 i
Pseudogymnoascus appendiculatus UAMH 97.05% NR_137875
10509
Thelebolus balaustiformis MUT 2357 100.00% NR_159056.1
Thelebolus globosus CBS 113940 99.58% NR_138367.1
Thelebolus globosus CBS 113940 99.58% NR_138367.1
D8B Thelebolus sp.
Thelebolus spongiae MUT 2359 99.16% NR_159057.1
Thelebolus ellipsoideus CBS 113938 98.74% NR_160216.1
Antarctomyces psychrotrophicus CBS 100573 95.19% NR_164292.1
Aspergillus sydowii CBS 593.65 100.00% NR_131259.1
Aspergillus jensenii NRRL 58600 98.78% NR_135444.1
D8C1 Aspergillus versicolor ATCC 9577 9857%  NR_131277.1 ASpf;g(')'v'v‘:f cf.
Aspergillus protuberus NRRL 3505 98.57% NR_135353.1
Aspergillus tabacinus NRRL 4791 98.37% NR_135361.1
Aspergillus sydowii CBS 593.65 100.00%  NR_131259.1
Aspergillus jensenii NRRL 58600 98.95% NR_135444.1
D8C2 Aspergillus cvjetkovicii isolate NRRL 227 98.95% EF652440.1 Aspse;gci)uvt:is cf.
Aspergillus versicolor ATCC 9577 98.54% NR_131277.1
Aspergillus tennesseensis NRRL 13150 99.14% NR_135447.1
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Apéndice B. Filograma para marcador ITS dos isolados J2B e J2C, identificados como
Leuconeurospora sp. Analise de maxima verossimilhanga com modelo de substituicdo GTR e 1000
réplicas de Bootstrap realizados no MEGAX.

MH856125.1 Leuconeurospora capsici strain CBS 176.44

KJ755501.1 Leuconeurospora capsici strain UAMH 11121

MH854756.1 Polypaecilum botryoides strain CBS 143.23

KC884266.1 Leuconeurospora polypaeciloides strain UAMH 11459

KC884265.1 Leuconeurospora polypaeciloides strain UAMH 11251

— J2C CONSENSUS

L J2B CONSENSUS

KJ755506.1 Leuconeurospora capsici strain UAMH 11458

L KJ755518.1 Leuconeurospora pulcherrima strain CBS 343.76

MH860636.1 Pseudeurotium desertorum strain CBS 986.72

7 MHB857368.1 Pseudeurotium ovale strain CBS 389.54
87
MH855814.1 Pseudeurotium zonatum strain CBS 329.36

NR 154791.1 Cosmospora viridescens IMI 73377a

0.020
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Apéndice C. Filograma para marcador ITS dos isolados J8B1 e J8B2, identificados como Cosmospora
sp. ou Pseudocosmospora sp. Analise de maxima verossimilhanca com modelo de substituicdo GTR e

1000 réplicas de Bootstrap realizados no MEGAX.

NR 154295.1 Pseudocosmospora rogersonii BPI 1107121 TYPE
NR 158888.1 Pseudocosmospora eutypellae CBS 133966 TYPE
NR 159868.1 Cosmospora stegonsporii CBS 122305 TYPE
NR 158890.1 Pseudocosmospora vilior CBS 133971 TYPE
L NR 154791.1 Cosmospora viridescens IMI 73377a TYPE
J8B1F
J8B2 CONSENSUS
— NR 168211.1 Cosmospora aquatica MFLU 15-0072 TYPE
L— NR 158889.1 Pseudocosmospora eutypae BPI 884164 TYPE
L— NR 165845.1 Cosmospora fomiticola PDD 46398 TYPE
NR 164534.1 Cosmospora micropedis CBS 137814 TYPE

NR 164533.1 Cosmospora stilbohypoxyli CBS 137834 TYPE

NR 158891.1 Pseudocosmospora joca CBS 133967 TYPE

NR 159870.1 Cosmospora henanensis CBS 124068 TYPE

NR 111605.1 Cosmospora cymosa CBS 762.69 TYPE

NR 171931.1 Cosmospora inonoticola HMAS 271401 TYPE

NR 145062.1 Cosmospora arxii CBS 748.69 TYPE

NR 155633.1 Pseudocosmospora metajoca BPI 879088 TYPE

0.050

NR 144845.1 Penicillium chalabudae CBS 219.66 TYPE
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Apéndice D. Filograma para marcador ITS dos isolados J2E1, J2E1, D8C1 e D8C2, identificados como
Aspergillus cf. creber e Aspergillus cf. sydowii. Analise de maxima verossimilhanga com modelo de

substituicdo GTR e 1000 réplicas de Bootstrap realizados no MEGAX.

KX894656.1 Aspergillus creber strain KAS5809
EU076360.1 Aspergillus versicolor strain CBS 583.65

MN413176.1 Aspergillus creber strain DTO:245-B2

o

J2E1 CONSENSUS

|- J2E2 CONSENSUS

L— NR 135442.1 Aspergillus creber NRRL 58592 TYPE

EF652442.1 Aspergillus versicolor isolate NRRL 238

NR 135447.1 Aspergillus tennesseensis NRRL 13150 TYPE
NR 131277.1 Aspergillus versicolor ATCC 9577 TYPE

NR 135353.1 Aspergillus protuberus NRRL 3505 TYPE

— NR 138262.1 Aspergillus hongkongensis HKU 49 TYPE
NR 135444.1 Aspergillus jensenii NRRL 58600 TYPE
EF652440.1 Aspergillus cvjetkovicii isolate NRRL 66273

NR 135361.1 Aspergillus tabacinus NRRL 4791 TYPE

NR 135459.1 Aspergillus grisecaurantiacus CBS 138191 TYPE
L— NR 135443.1 Aspergillus austroafricanus NRRL 233 TYPE

— JN942914.1 Aspergillus sydowii strain DAOM 213727

DBC2 CONSENSUS

s | | DBC1 CONSENSUS

NR 131259.1 Aspergillus sydowii CBS 593.65 TYPE

L NR 135446.1 Aspergillus subversicolor NRRL 58999 TYPE
NR 151790.1 Aspergillus falconensis CBS 271.91 TYPE

— NR 135364.1 Aspergillus fruticulosus NRRL 4903 TYPYE

MK713535.1 Aspergillus dipodomyus strain NRRL 66273

NR 135363.1 Aspergillus recurvatus NRRL 4902 TYPE

NR 171593.1 Aspergillus stercorarius CBS 428.93 TYPE

NR 144845.1 Penicillium chalabudae CBS 219.66 TYPE

0020
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Apéndice E. Filograma para marcador ITS dos isolados J2D, J2F, JBA, D2A, D2D e D8A, identificados
como Geomyces sp. ou Pseudogymnoascus sp. Analise de maxima verossimilhanga com modelo de
substituicdo GTR e 1000 réplicas de Bootstrap realizados no MEGAX.

J2D Consensus

JBA CONSENSUS

J2F CONSENSUS

D2A CONSENSUS

— MZ444066.1 Pseudogymnoascus shaanxiensis strain GZUIFR 21.801

D2D CONSENSUS

D8AR

MN542213.1 Pseudogymnoascus turneri isolate LHU121

L MN542212.1 Pseudogymnoascus lindneri isolate LHU158

NR 165894.1 Pseudogymnoascus roseus CBS 395.65 TYPE

MT988150.1 Pseudogymnoascus sp. CS-2020a isolate LHU 407 (P.palmeri)

NR 111197.1 Pseudogymnoascus verrucosus UAMH 10579 TYPE

KP902684.1 Pseudogymnoascus destructans strain TW 250

EU884921.1 Geomyces destructans isolate 20631-21

¥

NR 111838.1 Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855 TYPE

KF039898.1 Pseudogymnoascus sp. C AM-2013 isolate RMF 7792

‘— NR 137875.1 i UAMH 10509 TYPE

MH860337.1 Pseudogymnoascus bhattii strain CBS 760.71

KP902690.1 P pannorum var. strain SL 1 (JS 145)

g7 || KF039895.1 Geomyces auratus isolate CBS 108.14 18S

NR 111872.1 Geomyces auratus CBS 108.14 TYPE

AY129286.1 F ium zonatum CBS 329.36

%8 KF049206.1 Leuconeurospora pulcherrima

JX270336.1 Pseudeurotium sp. 01NHO1

JX415266.1 G

sp. 23342-1-11
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Apéndice F . Filograma para marcador ITS dos isolados J2A, D2C e D2P, identificados como
Penicillium cf. oxalicum. Analise de maxima verossimilhanca com modelo de substituicdo GTR e 1000
réplicas de Bootstrap realizados no MEGAX.

NR 146250.1 Penicillium pedernalense TYPE

NR 172032.1 Penicillium infrabuccalum DAOMC 250537 TYPE

NR 119813.1 Penicillium wotroi CBS 118171 TYPE

NR 119813.1 Penicillium wotroi CBS 118171 ITS region from TYPE material

—— NR 119814.1 Penicillium araracuarense CBS 113149 ITS region from TYPE material

55 NR 111506.1 Penicillium mariae-crucis CBS 271.83 TYPE

NR 158821.1 Penicillium bissettii CBS 140972 ITS region from TYPE material

NR 138290.1 Penicillium simplicissimum CBS 372.48 ITS region from TYPE material

MH863982.1 Penicillium vanderhammenii strain CBS 126216

NR 158820.1 Penicillium tanzanicum CBS 140968 TYPE

‘ MH860600.1 Penicillium philippinense strain CBS 623.72

|
NR 144845.1 Penicillium chalabudae CBS 219.66 TYPE
D2C CONSENSUS

D2P CONSENSUS

J2AR

MHE861321.1 Penicillium asturianum strain CBS 173.81

MH855125.1 Penicillium oxalicum strain CBS 219.30

NR 121232.1 Penicillium oxalicum NRRL 787 TYPE

NR 138303.1 Penicillium annulatum CV 37 ITS region from TYPE material

0.0050
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Apéndice G. Filograma para marcador ITS dos isolados D2B e D8B, identificados como Thelebolus sp.

Andlise de maxima verossimilhanca com modelo de substituicdo GTR e 1000 réplicas de Bootstrap
realizados no MEGAX.

MK889372.1 Thelebolus balaustiformis isolate UFMGCB 12414
- MK889371.1 Thelebolus globosus isolate UFMGCB 12388

MHB857120.1 Thelebolus microsperus strain CBS 115.53

2

NR 159056.1 Thelebolus balaustiformis MUT 2357 TYPE

MKB889374.1 Thelebolus balaustiformis isolate UFMGCB 12393

D8B CONSENSUS

—— D2B CONSENSUS

MH862951.1 Thelebolus globosus strain CBS 113940

NR 138367.1 Thelebolus globosus CBS 113940 TYPE

L— NR 160216.1 Thelebolus ellipsoideus CBS 113938 TYPE

MGB813185.1 Thelebolus spongiae culture MUT ITA :2359

NR 164292.1 Antarctomyces psychrotrophicus CBS 100573 ITS region from TYPE material

NR 164245.1 Antarctomyces pellizariae UFMG 12416 TYPE material
MH874317.1 Antarctomyces psychrotrophicus strain CBS 100573

NR 164284.1 Cleistothelebolus nipigonensis CBS 778.70 ITS region from TYPE material

NR 165841.1 Pseudeurotium desertorum CBS 986.72 ITS region from TYPE material
89

NR 111127.1 Pseudeurotium zonatum CBS 329.36 ITS region from TYPE material

NR 111128.1 Pseudeurotium hygrophilum CBS 102670 ITS region from TYPE material

0.010



84

Apéndice H. Filograma para marcador ITS dos isolados J8D, identificado como Trichoderma sp.
Andlise de maxima verossimilhanca com modelo de substituicdo GTR e 1000 réplicas de Bootstrap
realizados no MEGAX.

NR 138440.1 Trichoderma nothescens CBS 134882 TYPE
L NR 144870.1 Trichoderma vinosum CBS 119087 TYPE

NR 138451.1 Trichoderma hispanicum CBS 130540 TYPE

MH862585.1 Trichoderma koningii strain CBS 457.96
L NR 134340.1 Trichoderma appalachiense BPI GJS 97-243 TYPE
NR 138429.1 Trichoderma viridescens CBS 433.34 ITS

NR 134367.1 Trichoderma paraviridescens CBS 119321 TYPE
NR 138439.1 Trichoderma viridarium CBS 120065
- NR 138441.1 Trichoderma viride CBS 119325 TYPE
75
—t MH863049.1 Trichoderma intricatum strain CBS 119059

— NR 111837.1 Trichoderma erinaceum ATCC MYA-4844 TYPE

J8D CONSENSUS

AF456917.1 Trichoderma atroviride isolate CBS 142.95 188

76
NR 077207.1 Trichoderma atroviride NBRC 101776 synonym TYPE

NR 144876.1 Trichoderma scalesiae CBS 120069 TYPE

L NR 134401.1 Trichoderma ochroleucum CBS 119502

JN943437.1 Cordyceps militaris strain NBRC 100741

NR 132019.1 Metarhizium acridum ARSEF 7486 TYPE

KF040479.1 Neurospora crassa strain HT-ITV31

57 ——— JX162395.1 Fusarium graminearum strain CBS 131778

99

AY387705.1 Fusarium oxysporum isolate ML-5-2

0.0s0
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