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RESUMO

Os micro-organismos que habitam o continente Antartico podem apresentar produgdo
de compostos de interesse industrial e ambiental com propriedades especificas por
estarem adaptados as condicdes adversas da Antartica. Dentre os compostos produzidos
por micro-organismos da Antartica podemos destacar as enzimas adaptadas ao frio. O
presente trabalho teve como objetivo principal estudar a diversidade dos fungos
filamentosos e leveduriformes isolados de cinco amostras de sedimentos marinhos da
Antartica, bem como prospectar as enzimas lipase e protease. Para o isolamento dos
fungos duas estratégias foram aplicadas (com e sem enriquecimento das amostras). Para
ambas as estratégias, os sedimentos marinhos foram diluidos em solucédo salina e apds
homogeneizagdo inoculados em placas de Petri contendo quatro diferentes meios de
cultura (PDA, BSA, PDA diluido 10x, MA), as quais foram incubadas a 5 e 15°C. Um
total de 226 isolados foi recuperado, sendo 60 fungos filamentosos e 166 leveduras. A
maioria dos fungos foi isolada a 15°C (68%) De acordo com os dados de
sequenciamento e analise filogenética, representantes de oito géneros e quatro espécies
de fungos filamentosos foram isolados das amostras de sedimentos marinhos. Os
géneros Penicillium e Pseudogymnoascus foram os mais abundantes (40,00%), seguidos
pelo género Cadophora (6,67%), Cladosporium (5,00%), Toxicocladosporium,
Pseudocercosporella, Pestalotiopsis e Paraconiothyrium (1,67%). Para as leveduras,
representantes de nove géneros e 13 espécies foram recuperadas das amostras, sendo a
espécie Metschnikowia australis (45,18%) a mais abundante, seguida por representantes
do género Mrakia (21,68%), Cryptococcus e Glaciozyma (7,83%), Meyerozyma e
Holtermanniella (5,42%), Rhodotorula (4,21%), Cystobasidium (1,80%) e Phenoliferia
(0,60%). Alguns dos fungos filamentosos identificados no presente trabalho ndo haviam
sido ainda reportados em ambientes  Antarticos  (Toxicocladosporium,
Pseudocercosporella e Paraconiothyrium). As analises de diversidade revelaram que a
amostra A5 coletada no Refagio 2 (20 m, 0,1°C) apresentou a maior riqueza de
espécies, enquanto a amostra A2 coletada no Botany Point (24,7 m, 0,6°C) se mostrou
mais diversa. Com relacao a diversidade B, as amostras A5 e A6 coletadas na mesma
regido geogréafica (Refugio 2) apresentaram o maior compartilhamento de espécies
(42,3%). Os isolados foram avaliados quando a capacidade de producdo de lipase e
protease. Os resultados revelaram que a levedura 6A-1C2I1 (M. australis) apresentou a

maior atividade lipolitica (0,88 U.mL™) e o fungo filamentoso 4A-1C61511I



(Pseudogymnoascus sp.) a maior atividade proteolitica (6,21 U.mL™). Ambos os
isolados foram submetidos aos estudos de avaliacdo de diferentes fatores na producéo
das enzimas visando maximizacdo da producdo enzimética. Ap6s a conducdo de
planejamentos experimentais do tipo Plackett-Burman (PB), a producédo de lipase por
M. australis 6A-1C2Il aumentou 1,36 vezes e a producdo de protease por
Pseudogymnoascus sp. 4A-1C615I111 4,72 vezes. Nos experimentos de validacdo das
condicBes otimizadas, as médias das triplicatas apresentaram valores inferiores aos
alcancados nos planejamentos. A conducéo do presente trabalho permitiu a ampliacédo
do conhecimento sobre a diversidade de fungos e leveduras que habitam os sedimentos
marinhos da Antartica. Em adicdo, resultou na obtencdo de isolados de fungos
filamentosos e leveduras de ambiente extremo, os quais estdo sendo mantidos na
colecdo de pesquisa associada a Central de Recursos Microbianos da UNESP (CRM-
UNESP) e poderdo ser utilizados em estudos futuros de prospeccdo e aplicacdo

biotecnoldgica.

Palavras-chave: Antartica, diversidade de fungos, enzimas adaptadas ao frio,

planejamento experimental.



ABSTRACT
Microorganisms that inhabit the Antarctic continent can produce compounds of
industrial and environmental interest with specific characteristics, since they are adapted
to the adverse conditions in Antarctica. Among the compounds that are produce by
Antarctic microorganisms we can enhance the cold-adapted enzymes. The main
objective of this research was to study the diversity of filamentous fungi and yeasts
from five Antarctic marine sediments samples, as well as to prospect lipase and protease
enzymes. Two strategies were applied for fungal isolation (with and without enrichment
of the samples). For both strategies, the sediments were diluted with saline solution and
after homogenization the dilutions were inoculated in Petri dishes containing four
different culture media (PDA, BSA, PDA diluted 10x, and MA), which were incubated
at 5 and 15 °C. The total amount of isolates recovered was 226, being 60 fungi and 166
yeasts. Most of the fungi were isolated at 15°C (68%). According to sequencing data
and phylogenetic analyses, eight genera and four species of filamentous fungi were
isolated from the marine sediment samples. The genera Penicillium and
Pseudogymnoascus were the most abundant (40.00%); followed by genus Cadophora
(6.67%), Cladosporium  (5.00%), Toxicocladosporium, Pseudocercosporella,
Pestalotiopsis, and Paraconiothyrium (1.67%). Representatives of nine genera and
thirteen yeast species were recovered from the sediment samples, the specie
Metschnikowia australis was the most abundant (45.18%), followed by isolates from
genus Mrakia (21.68%), Cryptococcus and Glaciozyma (7.83%), Meyerozyma and
Holtermanniella (5.42%), Rhodotorula (4.21%), Cystobasidium (1.80%), and
Phenoliferia (0.60%). Some of the fungi identified in the present work were not
reported in Antarctic environments before (Toxicocladosporium, Pseudocercosporella e
Paraconiothyrium). The diversity analyses showed that the sample A5 collected from
Reflgio 2 (20 m, 0.1°C) presented higher species richness, while sample A2 that was
collect from Botany Point (24,7 m, 0.6°C) was the most diverse. According to f
diversity data, the samples A5 and A6 that were collect in the same geographic region
(Reflgio 2) showed the higher species sharing (42.3%). The capacity to produce lipase
and protease were evaluated. The results revealed that the yeast 6A-1C2Il1 (M.
australis) presented the best lipolytic activity (0.88 U.mL™) and the fungus 4A-
1C615111 (Pseudogymnoascus sp.) the best proteolytic activity (6.21 U.mL™). Both

isolates were submitted to the evaluation of different factors in the enzyme production



process aiming the enzymatic production maximization. After the conduction of
Plackett-Bruman (PB) experimental designs, the lipase production by M. australis 6A-
1C2I1l increased 1.36 times and the protease production by Pseudogymnoascus sp. 4A-
1C6151I increased 4.72 times. In the optimized conditions validation experiments,
results from the triplicates averages were lower than that one reached during the
experimental designs. This work allowed the improvement in the knowledge of fungal
diversity in the Antarctic marine sediments ecosystem. In addition, resulted in the
obtaining of fungi and yeasts from extreme environment, which are being maintained in
the research culture collection associated to the Central of Microbial Resources (CRM-
UNESP) and can be used in future studies related to prospection and biotechnology

application.

Keywords: Antarctica, fungal diversity, cold-adapted enzymes, experimental design.
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1. INTRODUCAO

Micro-organismos que habitam ambientes extremas, temperaturas muito baixas e
outras condicfes adversas, estdo sendo alvo dipsstrescentes, visto que podem produzir
compostos diferentes dos ja conhecidos com graicéneia e ao mesmo tempo diminuir a
necessidade de reagentes e consumo energéticaetaspindustriais (GOMES al., 2007).
Nesse contexto, os estudos dos micro-organismoshabigam o continente Antartico sao
promissores. Aléem das baixas temperaturas, outess@es seletivas naturais ocorrem na
Antértica, tais como a alta incidéncia de radiaghi@violeta, o baixo teor de nutrientes e a
disponibilidade de agua (FELLER, 2013; FURBINO, 208HIVAJI & PRASAD, 2009;
SINGH et al., 2011). Esses fatores realizam a selecdo de miIganRismos com
caracteristicas Unicas; metabolismos e mecanisnm@maéticos adaptados para sua
sobrevivéncia (VAZt al., 2011).

Assim, 0s micro-organismos que habitam a Antagéafontes potenciais de recursos
para aplicacdo biotecnoldgica, em diversos seswei®econdmicos, incluindo a producao de
novos farmacos, enzimas, biopolimeros, entre vaoasas biomoléculas de interesse
industrial e/ou ambiental. No decorrer das Ultirdaas décadas, a producdo de enzimas por
micro-organismos do ambiente antartico tem sidedesta e reportada em literatura (CHAUD
etal., 2016; DUARTEet al., 2013; DUARTEset al., 2015; KRISHNANEet al., 2011; LARIO
etal., 2015, NASCIMENTet al., 2015; VAZQUEZet al., 2008; ZHANGet al., 2011;).

Os micro-organismos que habitam os ambientes Acdartdesempenham papel
importante na ciclagem de nutrientes e sao claadifis como psicrofilicos e psicrotroficos
(MOYER & MORITA, 2007). Estudos relacionados com a divedgdale fungos da
Antértica sdo recentes e tém sido realizados & plaramostras marinhas e terrestsiso
das ferramentas de exploracdo genética tem peamdtvencos nos estudos envolvendo o
conhecimento da diversidade microbiana do ambimi&tico em solos, aguas e sedimentos
(BERLEMONT et al., 2011).

Considerando o acima exposto, o presente tralbeleocomo foco principal conhecer
a diversidade de fungos em diferentes amostras edenentos marinhos, bem como
prospectar as enzimas lipases e proteases e resgizaos para a maximizacdo da atividade

para ambas as enzimas.

14



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.1 Ambientes extremos

Ambientes extremos sdo assim chamados devido asemliés pressdes seletivas
existentes, tais como, entre outras, temperatadiagdo, pressdo, pH, disponibilidade de
agua e nutrientes. Para cada uma dessas pressitesnediferentes adaptacdes e os micro-
organismos podem ser classificados como: psiceyfiterméfilos, aciddéfilos, alcaldfilos,
xerofilos, halofilos, metalotolerantes, oligotrafgce radioresistentes (RAMPELOTTO, 2010;
RASPOR & ZUPAN 2006; ROTHSCHILD & MANCINELLI, 2001).

2.1.2 Ambiente Antartico

A Antértica esta localizada abaixo do paralelo $@ ossui uma subdivisdo que esta
apresentada na Figura 1. A primeira regido (maisrna) € conhecida como Antartica
continental e apresenta as condicdes mais sevesaseaes vivos ali presentes. A segunda
regido € a maritima e nela esté localizada a Pdaidgitartica, esse ambiente apresenta no
verdo temperaturas mais elevadas (chegando ao€)1seéndo bem menos severa que a
regido continental. (BOLTER al., 2002).

Figura 1. Mapa da regido Antartica e suas trés divisdes (AodaMaritima, Peninsula

Antartica e Antartica Continental).

Antartica Maritima

Peninsula Antartica

Antartica Continental

Fonte:_http://www.quiageo-antartica.com/fotos/mapéartica.jpgadaptado pelo autor.
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O ambiente antartico é considerado um dos ambienéés indspitos do globo, com
temperaturas extremamente baixas, escassa didaubi de 4gua, alto indice de radiagéo
UV, ventos fortes e frequentes ciclos de congelamendegelo da agua. Essas pressoes
ambientais fazem com que os micro-organismos akgmtes desenvolvam mecanismos de
desenvolvimento singulares (D’ELIAt al., 2009; ONOFRIet al., 2004; YERGEAU &
KOWALCHUK et al., 2008).

2.2 Fungos da Antartica

Os estudos sobre a diversidade de fungos filamentedeveduriformes na Antartica
sao relativamente recentes e de acordo com Careasto(2012), Furbinoet al. (2014) e
Godinho et al. (2013) estdo sendo intensificados nos Ultimos amma 0 aumento da
exploracdo dessa regidao por diversas nacfes Osipaim alvos desses estudos sédo a
microbiota de amostras de solos, rochas, vegetagégyineiras e amostras provenientes das
geleiras (CONNELet al., 2008; RUISIet al., 2007). Outra importante fonte de recursos
microbiolégicos pouco explorada sdo os sedimentrinimos, foco do presente estudo.

No ambiente antartico sdo encontrados micro-orgass classificados como
psicrofilicos e psicrotréficos. Os psicrofilicosssaem a capacidade de crescer entre 0 °C e 15
°C, com temperatura maxima menor ou igual 20 °Cpsbsotroficos (também chamados de
psicrotolerantes) podem se desenvolver a 0 °C é&xnm temperatura de crescimento esta
acima de 20 °C (RUIS al., 2007).

2.3 Enzimas adaptadas ao frio

As enzimas adaptadas ao frio sdo importantes etesiena estratégia de
sobrevivéncia nos ecossistemas Antarticos (KRISHNAA. 2011). Com atuacdo Otima em
baixas temperaturas, em geral, essas enzimas afam@sem sua Composicado uma quantidade
maior de estruturas-hélice, menor de folhag-pregueadas e também aminoacidos polares
quando comparadas as enzimas mesofilicas e teicasfillFigura 2). Esses fatores
contribuem significativamente para que a estruti&r&nzima seja menos rigida, garantindo
sua atividade em baixas temperaturas (MADIGANal., 2010). Em adicdo, as enzimas
adaptadas ao frio possuem maiores valores gdeek temperaturas baixas e moderadas do
gue os valores encontrados nas enzimas produzielas micro-organismos homoélogos
terrestres. Dentre as propriedades de interesasstital das enzimas adaptadas ao frio
podemos destacar: a reducdo de custos associadmsismo de energia, a prevencao de

modificagcbes de substratos sensiveis ao calor,eaepcdo na geracdo de produtos e
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subprodutos finais indesejaveis, bem como a répixia de inativacdo (GEORLETTEE al.,
2004; SIDDIQUI & CAVICCHIOLI, 2006).

Figura 2. Representacao das estrutudlice e folhag-preguedas presentes nas enzimas e

proteinas.
folhas f-pregueadas
OHH R 9HH R ©O9HH R O9HH -
g1l Tt N TR o8 HEN/
H R 8HH R 8Hun R SHH r § -
: : : . C ; C R
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cs \N'C\CfN'(I:' \plq-(i',\c,fq-(i‘,f \:'q-(i',.\c,u-cz \T-?\C’N_C /N/l
g R 8 R HHYS R HH" R HHJ 5B
Fonte: https://pt.khanacademy.org/science/biologghmmolecules/proteins-and-

amino-acids/a/orders-of-protein-structuaglaptado pelo autor.

Apesar dos fungos que habitam o ambiente antég&mem capazes de produzir todas
as classes de enzimas, as hidrolases sdo possitelms mais conhecidas e com alto
potencial de aplicacdo industrial (CARRASCE® al., 2012; FENICEet al., 1997,
KRISHNAN et al., 2011). A seguir, estdo apresentadas informagde® as hidrolases que
foram foco do presente estudo: lipases e proteases.

2.4 Lipases e suas caracteristicas

Lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas de ocorrénciaralaguproduzidas por animais,
vegetais e micro-organismos. Sua principal funcdoa éhidrélise enzimatica de
triacilgliceridios (TAG). Essas enzimas catalisadmas reacdes, podendo fazer a quebra total
ou parcial das moléculas de triacilglicerol, dandgem a diacilglicerol, acidos graxos livres,
glicerol ou monoacilglicerol (VAKHLU & KOUR, 2006ZHANG et al., 2011). Uma
caracteristica singular das lipases verdadeiragpécitdade de atuar na interface agua/éleo.

Por essa defini¢cdo, enzimas que atuam em ésteress$oliveis (estereases) e outras enzimas
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gue atuam em diferentes lipideos (acilidrolasessterases, entre outras) sdo excluidas desse
grupo (BROCKMAN, 1984). Na Figura 3 estédo represeéas as diversas reacoes catalisadas

por lipases.

Figura 3. Representacdo das reagfes que sao catalisadaBpapses (PAQUES &
MACEDO, 2006).
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Em geral essas enzimas possuem peso molecular @a®&@®&Da. Formadas por uma
porcao glicosidica (glicoproteinas), a parte hidlbafa dessa porcao circunda o sitio ativo.
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Industrialmente as lipases de fonte microbianaasamais utilizadas devido: i) a simplicidade
no processo de isolamento por serem, em gerakhoekilares; ii) sdo relativamente mais
estaveis em solugdes aquosas proximas a neutmlédsmperatura ambiente; iii) apresentam
faixa Otima de atividade entre 30 e 40°C. Em geyalesentam propriedades diversificadas
guando comparadas com lipases provenientes desdotrees, tais como plantas e animais
(BORGSTON & BROKMAN, 1984; CASTRGCet al., 2004). Essas caracteristicas sao
generalizadas, muitas delas irdo variar de acoodo & origem do micro-organismo do qual
foram isoladas. Outra grande vantagem desse ggnpinatico € a enantiosseletividade,
aspecto muito importante para areas correlacionadgaimica organica e farmacéutica,
devido a possibilidade de preparagdo de enantiGmmums (COSTA & AMORIM, 1999;
PALOMO, 2008; SILVA, 2011). As lipases intraceluragiam em processos vitais para
manutencdo da célula: degradacdo de reservas go@sgé manutencdo das membranas
celulares. Ja as extracelulares sdo voltadas padegradacdo de substratos para assimilagéo
celular como fonte de carbono (KOBLITZ & PASTORB02).

Os principais géneros de leveduras produtores g¢masds sado: Candida,
Saccharomyces, Torulopsis e Yarrowia. Lipases provenientes do gén&andida sdo as mais
exploradas no ambito industrial. E importante déssajue para producio de lipases por
representantes desse género é necessario adiamnaio de cultura um indutor como fonte
de carbono: azeite de oliva, acido oleico, glicewloutro indutor compativel (DAMAS&
al., 2008; GORDILOet al., 1995; VAKHLU & KOUR, 2006). Os fungos filamentosos
também possuem capacidade de producdo dessas ®reisd@ conhecidos por possuirem
elevada capacidade de assimilacdo de substratetadagilidade em secretar, em grandes
quantidades, enzimas extracelulares para realidageadacao de um determinado composto.
Vérias patentes de processos envolvendo lipasésndes filamentosos sdo encontradas na
literatura, visto a facilidade de extrair e pudfiessas enzimas, sem que seja necessaria a lise
celular. Alguns géneros relatados como produtoeesdiphses sdoAspergillus, Fusarium,
Geotrichum, Beauveria, Mucor, Penicillium, Rhizopus e Thrichoderma (MESSIAS et al.,
2011; VAKHLU & KOUR, 2006).

As lipases microbianas estédo divididas de acordo &@specificidade ao substrato em
trés grupos: i) Lipases 1,3 especificas: nesseogngorre a hidrolise de éacidos graxos
especificamente nas posi¢cdes 1 e 3 dos acilglEe@@mo exemplo de micro-organismos que
possuem lipases desse grupo teniigzopus delemar e Aspergillus niger; ii ) Lipases ndo

especificas: realizam a hidrélise de TAG a acidexag livres e glicerol aleatoriamente, ndo
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demonstrando especificidade a natureza do grupoS#m exemplos desse grupo as lipases
provenientes d@enicilium cyclopium, Staphylococcus aureus e Candida cylindracea; iii )
Lipases acido graxo especificas: possuem espéeifieicom os grupos acilas nas moléculas
de TAG. Exemplo desse grupo € a lipase @eotrichum candidum (MACRAE &
HAMMOND, 1985). Na Figura 4 estdo esquematizadagasies das lipases ndo especificas
e as 1,3 especificas.

Figura 4. Reacdo de hidrolise por lipases ndo especificas3 eespecificas (PAQUES &
MACEDO, 2006).
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2.4.1 Aplicagles das lipases

As lipases apresentam uma grande gama de aplicagd@sdustria alimenticia e
beneficiamento de laticinios, tais como, modificagke sabor e aromdldvour), textura,
diminuicao do teor de gordura saturada no leiteus slerivados, entre outras (CARVALHO
et al., 2003; FERREIRA-DIASt al., 2013; RAJENDRANtt al., 2009).

Na industria de produtos de limpeza as lipasesad@monadas a detergentes e sabdes
com a finalidade de potencializar a acao dessedufm® na remocao de residuos de 6leos e
gorduras (VAKHLU & KOUR, 2006; SIDDIQUI & CAVICCHIQl, 2006).

Devido as buscas por fontes alternativas de conveist as lipases ganham grande
destaque devido sua habilidade de transesterific@ggura 5). A mistura de ésteres geradas
na reacdo de transesterificacdo € o biodiesel (GAIIDNI, 2009). Segundo a ANP
(Agencia Nacional do Petr6leo) o crescimento daygéo desse combustivel esta acelerado,
sendo que no ano de 2015 foram produzidos 3,9dsldé litros, um crescimento de 15% se

comparado com 2014 (Fonte: http://www.canalbioeaergm.br/producao-de-biodiesel-no-

brasil-cresceu-15-em-2035/
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Além das aplicacdes industriais as lipases possimportancia no contexto
ambiental, pois € possivel a aplicacdo das lipasetamente ou de micro-organismos
produtores para o tratamento de rejeitos industriderramamento de petréleo e seus
derivados; limpeza de caixas de gordura; diminuigho carga organica de aguas
contaminadas provenientes de matadouros de anierdrg, outras (DAMASGQ al., 2008,
FEITOSAet al., 2010; MARTINSet al., 2008).

Figura 5. Reacao geral de transesterificacdo dando origeliodeesel (mistura de ésteres) e
glicerol (GERISet al., 2007).

H;,C—0OCOR; R,COOR, H2C|2—OH
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+
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Triacilglicerideo Mistura de Glicerol
ésteres

As lipases com atuacdo em temperaturas baixas sédmteresse na sintese de
intermediarios organicos quirais termossensiveisgambém na resolucdo de misturas
racémicas em industrias farmacéuticas, apresentamatagem nas etapas de producdo de
farmacos, pois é necessario que esses processoano@m temperaturas amenas devido a
instabilidade de seus intermediarios (COSTA & AMOIR1L999; MOURE, 2009).

2.5. Peptidases (Proteases)

Peptidases (E.C 3.4.X.X.), também conhecidas conategses, sdo enzimas que
realizam a hidrélise de ligacdes peptidicas deasytroteinas ou peptideos (Figura 6). Essas
enzimas sao de vital importancia para processmadigicos e também patologicos, aléem de
serem aplicadas em diversas areas industriais (MB®RL4; SILVA et al., 2013). As
proteases tém funcdes intracelulares e extracefylaa intracelulares podem atuar na
degradacdo e reciclagem de aminoacidos, bem comiwipar de processos inibitorios
(degradando determinada proteina responsavel paret@pa reacional) e sistemas de defesa
(atuando como anticorpos na presenca de um detimiantigeno); as extracelulares tém
como principal atuacdo a degradacdo de substratoplexos a peptideos menores ou

aminoacidos para que 0os mesmos sejam assimilatlosglala. Sdo bem versateis e podem
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clivar proteinas em peptideos menores ou até mesaminoacidos livres, sendo divididas
em exo e endopeptidases. As exopeptidases samsadspss pela hidrélise das ligagdes nas
extremidades C ou N terminais nas cadeias poligiepd e as endopeptidases realizam a
clivagem em regides internas das cadeias poligepidMURI, 2014). Além dessa divisao,
existe a classificagdo das proteases de acord@cw@tureza quimica de seu sitio catalitico ou
também do mecanismo de acdo, podendo ser: i) s@jinsteina,; iii) aspartico; iv) treonina

e v) metalo-proteases (BARRET, 1994; MURI, 2014).

Figura 6. Reacao geral de hidrdlise catalisada pelas pedeas

a0 ¥ . ]
+ —_ — —
Hal—(—C—HH—C—COG™ + H0 ——= HF—(—CO0 + Hjﬂ—él—cm

Fonte: http://www?2.biogmed.ufrj.br/enzimas/protedsbhtm

Fungos filamentosos e leveduriformes apresentanaddeproducéo de proteases)(
Aspergillus, Fusarium, Penicillium e Saccharomyces), sendo esta dependente das condi¢bes
de cultivo do micro-organismo, incluindo a temperate o tipo e a concentracdo das fontes
de carbono e nitrogénio (RODART al., 2011). A secrecdo de proteases para 0 meio é
ligada diretamente a fonte de nitrogénio. Em g@ala desencadear a producdo dessa enzima
o fungo necessita que o meio de cultivo contenltefppras como fonte de nitrogénio,
preferencialmente sem outros sais nitrogenadogqgsgam inibir sua producao (BRAGHA
al., 1999; SILVAet al., 2013; VAZQUEZet al., 2008).

2.5.1 Aplicacbes das proteases

Proteases estdo entre as enzimas mais utilizadasdiestrias, sendo responsaveis por
aproximadamente 60-65% (em massa) do comércio mluni@ enzimas. VAarios ramos
industriais utilizam proteases, dentre eles podedestacar: i) industria de limpeza; ii)
industria alimenticia; iii) industria de beneficiarmo do couro; iv) tratamento de residuos; v)
industria farmacéutica (COTARLE& al., 2011; MURI, 2014; SANTOSt al., 2013).

Para a producdo de sables e detergentes um doreamgs essenciais sdo as
proteases. Essas enzimas auxiliam na remocao d#ugesprovenientes das secrecoes

corporais, de sangue, alimentos, entre outroshp@tiezando a acdo de tais produtos. Sua
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acado nos detergentes e sabdes ocorre de formantrgam outras enzimas tais como:
amilases, celulases e lipases (R&@l., 1998).

As proteases podem ser utilizadas para melhorsabor dos alimentos, pois residuos
de aminoéacidos de prolina e outros aminoacidos exaemidades das proteinas podem
acarretar em sabores amargos. Devido sua alta ikgdade, algumas proteases sao
utilizadas justamente para remover esses resicuasnihoacidos (BHASKAR al., 2007;
FITZGERALD & O’'CUINN, 2006).

As proteases adaptadas ao frio podem ser Uteimdastrias de carnes e cerveja. O
amaciamento da carne realizado por proteases oeomrdemperaturas baixas devido a
necessidade de preservacdo do produto. O procesdardicacdo da cerveja também utiliza
proteases e ocorre durante a maturacdo em tempepaiximas a 0 °C. Nessa etapa, a
atuacdo das proteases adaptadas ao frio € immgr{aois realizam a hidrélise de proteinas
insolUveis presentes no produto modificando seaasple opaco para translicido (de LIMA
et al., 2008; SILVAet al., 2006; SOUZAet al., 2015).

A industria de laticinios também utiliza em largaaa proteases, principalmente para
a coagulacao do leite (RA@ al., 1998). Na panificacdo as protesases proveni€otésngo
Aspergillus oryzae (atual Aspergillus flavus) agem sobre o glaten presente no trigo alterando
a textura da massa e também reduzem o tempo parealzacdo da mistura e
consequentemente o custo de producéo (BCGiN, 2008).

O tratamento do couro € um processo que utilizaanwompostos toxicos e seus
efluentes possuem alta carga de metais pesadossdivel a utilizacido de proteases para
realizar a hidrélise de proteinas ndo colagena@odibrosas do couro. Esse processo dispensa
a adicdo de sulfeto de sodio, o qual quando utitizd4 um dos constituintes dos efluentes,
com potencial contaminacdo ambiental (R&@l., 1998).

Os matadouros geram muitos residuos ricos em pasteiais como sangue e fluidos
animais, tecidos, cartilagens, penas, chifres,eeatitros. Esses residuos ndo podem ser
aproveitados diretamente pelas industrias, masgiy®a via tratamento enzimatico realizar a
hidrolise das proteinas que os constituem, geramlimoacidos e peptideos menores que
podem ser adicionados as racbes animais como sepiesn proteicos (ANWAR &
SALEEMUDDIN, 1997).

Enzimas proteoliticas apresentam varias aplicagiieicas, sendo uma aplicagdo
muito importante o tratamento da doenca celiacwl@rancia ao glaten). Essa doenca

acomete pessoas que nao conseguem assimilar amasotio glaten. O gluten esta presente
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em praticamente todos o0s alimentos a base de tégbeio e também a cevada (SHAMN .,
2002; SHANet al., 2004). A grande causadora desse problema é eiqmagliadina, sendo
essa 0 principal alvo do tratamento. Como a gliedipossui regides ricas em prolina e
glutamina é possivel realizar terapia com a suphagéo de prolil-endopeptidases e também
prolil-oligopeptidases, ambas encontradas em nuoganismos, plantas e também em
animais (SHANEet al., 2004). Outra importante aplicacdo das proteasesensetor € como
inibidores de proteinas virais e também o estudopdateases de virus e entendimento de
seus mecanismos de acado. Os virus como HIV, DERSp@nsavel pela dengue) e o HCV
(hepatite C) sdo alguns dos mais estudados e ashd#gtas realizadas sobre as proteases
desses virus foram fundamentais para o desenvaitinte novos farmacos inibidores que
sdo usados nos tratamentos de pessoas infectad&d,(RD14).

Tanto proteases quanto as lipases produzidas pgo$uda Antartica podem ser
consideradas potenciais novas fontes de recursogecholégicos para aplicagdo no
tratamento de efluentes industriais ricos em gaslerproteinas como € o caso das industrias
avicolas, um importante ramo do agronegdcio, tattmido 1,606 milhdo de toneladas de
carne de frango no periodo de janeiro e maio det,2fiitalizando a receita de US$ 3,1
bilhdes. O Brasil esta entre os trés maiores pavdstmundiais ao lado da China e Estados
Unidos, segundo a Associacdo Brasileira de Protéininal-ABPA (http://www.abpa-

br.org).

2.6. Processo de otimizacado da producéao de enzimas

Inimeros fatores influenciam a producdo enzimatd; temperatura, agitacao,
quantidade de luz, aeracgdo, entre outros. Algurtedugé avaliam experimentalmente uma
variavel ou fator por vez, chamado de procediméate-at-a-time’. Esse procedimento néo
avalia interacdes, sejam elas sinérgicas ou anigrentre as variaveis estudadas.

O delineamento experimental é a técnica que sgraldema do procedimentorie-
at-a-time”, pois permite com que as variaveis com efeitgaificativos possam ser avaliadas
simultaneamente, sejam esses efeitos positivosegatinos (RODRIGUES & IEMMA
2005). O delineamento consiste em uma série destestm as variaveis selecionadas. No
presente estudo o delineamento escolhido fdpPlackett-Burman. Esse delineamentoé
classificado como fatorial fracionado de dois rdy&ndo arranjos em tamanhos multiplos de
quatro. Esses arranjos sao positivos (+1) paraivassnsuperiores e negativos (-1) para os
niveis inferiores (MONTGOMERY, 2001; PLACKETT & BWRAN, 1946). Os testes
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podem ser iniciados mesmo sem grandes informacdbse squais as variaveis sao
fundamentais para o sistema. O método propost®lpokett e Burman (1946) é interessante
para abordagem em ensaios iniciasrdening) das variaveis com influéncia estatistica,
principalmente quando ha pouco ou nenhum conhetardos fatores que irdo interferir no
processo (RODRIGUES & IEMMA2005).

3. OBJETIVOS
O presente trabalho teve como objetivo principalhexer a diversidade de fungos
isolados de diferentes amostras de sedimentos Imograla Antartica, bem como prospectar as

enzimas lipase e protease e realizar estudos ai@iaacdo das atividades enziméticas.

3.1 Objetivos especificos
* Isolar, purificar e preservar os fungos filamensogwesentes nas amostras de
sedimentos marinhos da Antartica.
* Avaliar a diversidade encontrada nas amostras eelaoilonar a mesma com a
composicao dos sedimentos.
* Prospectar as enzimas lipase e protease e seleomhagos melhores produtores.
« Avaliar a influéncia de diferentes fatores na pig@gudas enzimas estudadas visando a

otimizacao da atividade enzimatica dos fungos methprodutores.

MATERIAL E METODOS
4.1. Amostras de sedimentos marinhos

As amostras de sedimentos marinhos utilizadas esepte trabalho foram coletadas
durante a fase IV da OPERANTAR XXXIII (Janeiro dgl8) pela Profa. Lara Duraes Sette
no ambito do projeto PROANTAR/CNPq intitulado "Adei microbiana na criosfera
antartica: mudancas climaticas e bioprospeccdo CRMOSFERA" sob a coordenacédo da
Profa. Vivian Pellizari (I0/USP). As amostras forawletadas em triplicata utilizando uma
draga Van Venn, que ao retornar do fundo ocearooteado o sedimento em seu interior,
foi aberta em cima de tampa de marfinite limpa adacno assoalho do barco. Antes de
realizar a coleta, a temperatura da parte maisnatdo sedimento marinho foi determinada e
parte do material foi transferido para sacos méastesterilizados (comumente utilizados para
a coleta de solos e sedimentos) com auxilio detwlapasséptica. Os sacos com as amostras
de sedimentos foram colocados em cooler e trarsjustpara o Laboratério de Quimica dos
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Moédulos Emergenciais da Estacdo Antartica Comaeddtdrraz, onde permaneceram
armazenados sob refrigeracéo de 4°C. O transpastamdostras ao Brasil foi realizado sob-
refrigeracao.

Na Figura 7 € possivel ver a localizacdo da Estagdiartica Comandante Ferraz na
llha Rei GeorgeKing George Island). Também nessa figura ha uma ampliacao da regi&o c
os locais onde as coletas foram realizadas. Oop@recisos com os dados de GPS das

coletas juntamente com dados relevantes das amesté# apresentados na Tabela 1.

Figura 7. Local de coleta das amostras, 0s numeros repagsens pontos de coleta dos

sedimentos marinhos citados na Tabela 1.

= Punta Ullman

Refuigio2 = :

. = Botany Point
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Tabela 1. Dados das amostras de sedimentos marinhos cdethdante a fase IV da
OPERANTAR XXXIII (Janeiro de 2015).

Local Data Hora GPS (XX°Y.YYY?) Profundidade (m) T (°C)

21,7 0,8

Botany Point (A2) 21/jan/15 10:00  62° 05.734'S 58° 19.919'W 20,4 0,6
32,0 0,4

23,4 0,7

EACF (A3) 21/jan/15 11:22  62° 05.130'S 58° 23.356'W 21,4 0,3
24,0 0,4

20,3 0,5

Punta Ullman (A4) 19/jan/15 10:15  62° 05.015'S 58° 20.987'W 19,4 0,3
21,2 0,1

19,7 0,2

19,1 0,0

Refligio 2 Sedimento i 3 3
16/jan/15 10:35 62° 04.373'S 58" 25.335'W
(A5) 21,4 0,1

Ref. 2 entre marés (A6) 16/jan/15 10:25 62° 04.341'S 58° 25.233'w  Superficial 2,4

4.2. Isolamento dos fungos

A primeira etapa do projeto consistiu em isolargs provenientes das amostras de
sedimentos marinhos coletadas na Antértica, queefizada utilizando duas abordagens:
com enriquecimento e sem enriguecimento.

A primeira abordagem consistiu em realizar o em@guento das amostras visando o
isolamento de micro-organismos com potencial pa@ygtdo de enzimas lipoliticas e
proteoliticas, Para tanto, foram utilizados os totks azeite de oliva 1,5% (v/v) e Tween 80
1,5% (v/v) para lipases &im Milk para proteases 2% (m/v). Aliquotas de 25 g dastiaso
de sedimentos foram transferidas para Erlenmeyenseicdo 225 mL de agua do mar
artificial (ASW, contendo em gt 10,83 de MgGl6H,0O; 1,51 de CaGIl2H,O; 0,02 de
SrCh.6H,0; 23,93 de NaCl; 4,01 de p&0y; 0,68 deKCl; 0,20 de NaHC@ 0,10 de KBr e
0,03 de HBO3;) e a fonte indutora. Esse procedimento foi redbzam duplicata e as
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amostras foram incubadas durante um periodo ddidezob agitacdo de 150 rpm e em duas

temperaturas diferentes (5 °C e 15 °C). Apés cogertle incubacdo, foram utilizadas as

diluicdes 10' e 10° para inoculacdo nos meios de cultura sélidos.ublias de 200 pL das
diluicdes foram transferidas para quatros meiosreiiftes em placas de Petri de 15 cm de
didmetro (método de espalhamento), as quais faraabadas a 5 °C e a 15 °C por 30 dias.

+ Batata Dextrose Agar (BDA): 200 g'lde batata, 20 gt.de glicose, 15 gt de agar.

+ Batata Dextrose Agar diluido 10x: 20 g.tHe batata, 2 g:t.de glicose, 15 g:t.de agar.

« Meio seletivo para basidiomiceto (BSA) adaptadog15" de extrato de malte, 2 g'lde
extrato de levedura, 2 glacido latico, 15 g.I' de agar (ARENZt al., 2006).

« Marine Agar (MA): 5 g.L* peptona, 1 g.t extrato de levedura, 0,1 ¢'lde citrato
férrico, 19,45 g.[* de cloreto de sédio, 8,8 g'lde cloreto de magnésio, 3,24 Q.de
sulfato de sédio, 1,8 glde cloreto de calcio, 0,55 g-lde cloreto de potassio, 0,16 g.L
! de bicarbonato de sédio, 0,08 §.tle brometo de potassio, 34,0 m{.de cloreto de
estroncio, 22,0 mg:t de &cido boérico, 4,0 mgiLde silicato de sédio, 1,6 mg'Lde
nitrato de amonio, 8,0 mg-ide fosfato dissédico, 15 g'lde agar.

A segunda abordagem consistiu em realizar o isgllongem enriquecimento, ou seja,
sem a adicdo de indutores. Para tanto, aliquet2% @ de sedimento foram transferidas para
Erlenmeyers contendo 225 mL agua do mar artifigjASW) e foi realizada a
homogeneizacdo durante 60 minutos e 150 rpm dasteammas temperaturas de 5 °C e 15
°C. Posteriormente as diluicdes™6 10° foram utilizadas para inoculagdo nos mesmos
meios de cultura sélidos utilizados na etapa dajeacimento. Foram retiradas aliquotas de
200 pL das diluicbes e essas foram transferides placas de Petri de 15 cm de diametro
(método de espalhamento), as quais foram incubadas°C e a 15 °C. Para realizar o
isolamento de fungos nas duas abordagens desaritaa um total de 120 placas de Petri (15
cm de diametro) foi utilizado.

A todos os meios foram adicionados sulfato de ewneicina (0,001%) e
cloranfenicol (0,01%) visando inibicdo do crescitoemle bactérias. O crescimento de
col6nias tanto de leveduras como de fungos filaosest foram acompanhados diariamente e
as colbnias que se desenvolveram foram purificedasiovas placas de Petri nas mesmas

condicdes de cultivo.
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4.3. Preservagéao dos isolados
Apés a purificacdo as colonias de fungos filamergoforam preservadas pelos
métodos de Castellani (em agua a 4°C) e criopras&ova -80°C (em glicerol 10%). Para as

leveduras foi utilizado o método de criopresereaga80°C (em glicerol 10%).

4.4. Caracterizagao taxondémica
4.4.1. Extracdo de DNA

A extracdo do DNA das leveduras foi realizada setpios protocolos de Sampato
al. (2001) e Almeida (2005). Em microtubos de 1,5 fmdam adicionadas esferas de vidro
(um quarto do volume do microtubo) com tratamergosdperficie (Sigma) e 5Q€L de
solucéo de lise contendo EDTA 50 mM; Tris 50 mM;SS0,3%; NaCl 250 mM e pH 8,0
(todos os reagente utilizados foram dissolvidos &ua ultrapura Milli-Q), a qual foi
posteriormente esterilizada por filtracdo. As lawvad foram transferidas para os microtubos
com o auxilio de uma alca de inoculagdo. A misfoiaagitada em vortex por 4 min e
colocada em banho-maria (65°C) por 60 min. Apos &=®po, foi realizada a centrifugacao
do conteudo dos microtubos a 13.000 rpm por 15 Aifase aquosa (cerca de 400~500
foi transferida para um novo microtubo e estocaddreezer (-20°C).

Para os fungos filamentosos a extracdo do DNAe@alizada seguindo os protocolos
modificados de Molleet al. (1992) e Gerardet al. (2004). A etapa inicial de lise mecanica
foi realizada da mesma forma como para as levedamsanicrotubos de 1,5 mL contendo
esferas de vidro e solucdo de lise. Os micéliogibéms previamente cultivados em meio
sélido malte (MA2%) foram removidos com cautelagpavitar a presenca de fragmentos de
agar e adicionados aos microtubos contendo a sohgiéna descrita. Posteriormente, foram
adicionados FuL de proteinase K (20 mg.rf) e os microtubos ficaram sob agitacdo no
vortex por 4 min. ApoOs esse periodo a mistura édd@ada em banho-maria (65°C) por 30
min e novamente agitada por 4 min. Foram entdoamidos 14QL de NaCl 5M e 64uiL de
CTAB 10%. Os tubos foram invertidos 25 vezes e bados a 65 °C por 60 minutos em
banho-maria. Depois disso, os tubos foram agitadeamente por 4 min e centrifugados a
10.000 rpm por 30 seg. Apdés a centrifugacdo foraficianados 600uL de solucdo
cloroférmio:alcool isoamilico 24:1(v/v) e os tubfimam invertidos mais uma vez por 25
vezes e centrifugados por 10 min a 12.000 rpm.les@adante foi coletado e transferido para
um novo microtubo de 1,5 mL onde foram adiciona@@@uL de isopropanol 100% gelado

e 50uL de acetato de sodio 3M pH 5,2, com posteriorrsae por 25 vezes. Os microtubos
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foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 min e prigpanol descartado por inversédo Unica.
Foram adicionados 60QL de etanol 70% gelado e novamente os microtuboanfo
centrifugados a 10.000 rpm durante 10 min. O etésialemovido por inverséo Unica e 0s
microtubos deixado®vernight para a secagem completa do etanol residual. Apés e
periodo foram adicionados 3@ do tampado TE (Tris 10 mM; EDTA 1 mM) com posterio
agitacao e estocagem em freezer (-20°C).

4.4.2. Sequenciamento de DNA ribossomal

Para a identificacdo dos fungos filamentosos edexformes foi aplicada apenas a
taxonomia molecular. Para isso foi utilizado comarecador taxondmico genes ou regides
intergénicas dmperon ribossomal. As regides ITS1-5.8S-ITS2 (ITS-DNArp1/D2 (28S
DNAr) apresentadas na Figura 8 e 9, foram amptlisae sequenciadas para os fungos

filamentosos e leveduras, respectivamente, e dd@acom Dayo-Owoyenst al. (2013).

Figura 8. Representacao das regides intergénicagpewn ribossomal ITS-DNAr utilizadas

para a identificacdo dos fungos filamentosos (Ebal., 2012).

1755

[ — S —
ITS1 ITS2 <=
Regiéo Regido e

Figura 9. Representacdo da regido D1/D2-28S na LBafge Subunit) utilizada para a
identificacdo das leveduras (adaptado de €pal., 2012).
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As reacdes de amplificacdo das regides ITS-DNAm pa fungos filamentosos e
D1/D2-28S para as leveduras estédo apresentadasbeta 2 e Tabela 3, respectivamente. Os
DNA extraidos dos fungos filamentosos e das lewaiforam respectivamente diluidos 1:10

e 1:750 em agua ultrapura antes de serem adicisr@anistura da reacao.
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Tabela 2.Reagentes utilizados na reacao de amplificacdaNd da regido ITS dos fungos

filamentosos.

Reagentes Quantidade (pL)
Agua Milli-Q estéril 8,8
Primer ITS4 (1QuM) 1,0
Primer ITS5 (1QuM) 1,0
Buffer 5X 50
MgCI2 (25 mM) 2,0
dNTPs (1,25 mM cada) 4,0
BSA (10 mg/mL) 1,0
Taq (5 UfL) 0,2
DNA (1:10) 2,0
Volume final do Mix 23

Tabela 3.Reagentes utilizados na reacéo de amplificacaoNdd @a regido D1/D2 das

leveduras.

Reagentes Quantidade (pL)
Agua Milli-Q estéril 6,8
Primer NL1 (10uM) 1,0
Primer NL4 (10uM) 1,0
Buffer 5X 50
MgCI2 (25 mM) 2,0
dNTPs (1,25 mM cada) 4,0
Tag (5 ULL) 0,2
DNA (1:750) 5,0
Volume final do mix 20,0

Para a amplificacdo da regido ITS-DNAr (fungos nfidmtosos) foi utilizado o
seguinte programa no termociclador (Eppendorf, taodidastercycler Pro): 94 °C/3min
seguido de 35 ciclos a 94 °C/1min, 55 °C/1min, C2Min, 10 °Ck. Para a amplificagdo da
regido D1/D2-28S (leveduras) o programa utilizadotermociclador (Eppendorf, modelo
Mastercycler Pro) foi o seguinte: 96 °C/3 minutegusdo de 35 ciclos a 96 °C/30 segundos,
61 °C/45 segundos, 72 °C/1 minuto, 138C/
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A partir das sequéncias obtidas das regides ITSiDdlAu D1/D2-28S com cada
primer foram construidos osontigs (sequéncia Unica combinando os diferentes fragrmento
obtidos) e esses foram comparados com as sequéEss®a mesma regido dmperon
ribossomal de organismos representados na base ddosd do Genbank

(http://www.ncbi.nem.nih.ggv Sequéncias de organismos relacionados a sequéltci

micro-organismo alvo foram recuperadas @GenBank para realizacdo das analises
filogenéticas. O alinhamento das sequéncias e akses filogenéticas foram conduzidas
utilizando o software MEGA versao 5.05 (TAMURsal., 2011), onde o modelo de Kimura
2-parametros (KIMURA, 1980) foi utilizado para esdr a distancia evolutiva e o algoritmo
Maximum Likelihood para as reconstrucdes filogenéticas, com o vatodtstrap calculado

a partir de 1.000 replicatas.

4.5. Diversidade dos fungos isolados e correlag&mne a composi¢cao dos sedimentos
4.5.1. Analises de diversidade e estrutura das comdades

Para as analises de diversidade de fungos filamente leveduras foram utilizados
dois indices de diversidade: Shannon-Weiner (H)imverso de Simpson (1/D). Além disso,
o estimador de riqueza Chao-1 foi calculado. Ogutdé foram realizados através do
software EstimateS Win910 (COLWELL, 2013). O indBey-Curtis foi escolhido para
avaliar a diversidad@. Esse indice é utilizado quando ha dados ligadabumdéancia de
espécies e ndo apenas presenca e auséncia. Por esmwlhido para realizar as comparacdes
de similaridade entre as comunidades de cada andstcomparacao € feita par a par; o
namero reflete a similaridade entre os individusslados nas amostras, podendo ser
multiplicado por 100 para que o resultado sejasttamado em porcentagem.

A estrutura das comunidades (como eles se organemantermos de diversidade e
composicao de espécies) foi analisada por escamtammultidimensional ndo métrico
(NMDS), utilizando a medida de similaridade de B@yrtis, também foi realizado a analise
de correspondéncia. Tais analises foram realizades/és do software Past v. 2.17c
(HAMMER et al., 2001) e utilizadas para correlacionar a estruiaraomunidade de fungos
com a composicdo dos sedimentos marinhos dos geamesmos foram isolados e ver a

distribuicdo das espécies isoladas nas diferemesteas de sedimento, respectivamente.
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4.5.2. Caracterizagao das amostras de sedimentosnmaos

As cinco amostras foram submetidas a analises aldggcas, de pH e granulometria.
Essas andlises foram realizadas em parceria corafalRa. Nadia Regina do Nascimento
(Laboratorio de Andlises de Formacdes SuperfictalsAFS, IGCE/UNESP, Rio Claro) e
com a Prof. Dra. Célia Regina Montes (Nucleo dajfisa em Geoquimica e Geofisica da
Litosfera -NUPEGEL, ESALQ, Piracicaba). Os métodos utilizados estsuiitos a seguir.

4.5.2.1. Granulometria

O método utilizado foi o da pipeta de Robinson &at#p por CAMARGOet al.
(1986). Foram considerados os seguintes interggioaulométricos: 2-0,2 mm — areia grossa;
0,2-0,05 mm - areia fina; 0,05-0,002 mm - silte enar que 0,002 mm — argila. Para a
remocao de matéria organica presente na amostrgal@ado um pré-tratamento utilizando
peroxido de hidrogénio @#®,) em banho-maria na temperatura de 40 °C. A classeral de
cada amostra foi determinada de acordo com o trl@rroposto pelo Instituo Agronémico
de Campinas (IAC).

4.5.2.2. Método Ditionito-Citrato-Bicarbonato (DCBou CBD)

Esse método € utilizado para extracdo de oxidb&lmxidos de ferro e aluminio
presentes em argilas e solos. Atua removendo o/éuminio na forma de hidréxido/6xido
amorfo ou 6xido cristalino, sem que haja alteragaocestrutura original do material. Para
realizar a extracao via CBD foi preparado o reatiacextracdo através da diluicdo de 78,429
de tricitrato de sodio (EsNagO;) e 9,349 bicarbonato de sddio (NaH{®m 1L de agua
ultrapura (Milli-Q). Em tubos tipdfalcon foram colocados 50 mL de reativo e 1g de
sedimento previamente triturado. Os tubos foramvcamlos em banho-maria (80°C) por 15
min (agitados manualmente em intervalos de 5 nmipds o periodo de 15 min, foi
adicionado 1,0g de ditionito de sédio e os tubdsrmaram para o banho-maria (80°C) por
mais 30 min (agitados manualmente em intervalos ihén). Posteriormente, os tubos foram
centrifugados por 6 min a 4.200 rpm. O sobrenadantdtrado e transferido para um baldo
volumétrico de 100 mL. Os residuos que ficaramumad dos tubos foram lavados com 25
mL de agua ultrapura e novamente centrifugadosiiig 4200 rpm), filtrados e transferidos
para o baldo volumétrico. O volume do baldo fostgdo até 100 mL. As extracdes foram

armazenadas em tubos plasticos opacos sob-reffigera
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4.5.2.3. Extracdo Oxalato

O reativo para essa extracao foi feito atravésildéc@io de 10,92 g de acido oxalico
(C,H;0,.2H,0) e 16,11g de oxalato de amdnia,HgN.O,) em 1L de agua ultrapura,
resultando em uma solucédo de 0,2M. Foi adiciongdg de sedimento em tubo tifecon
contendo 40 mL da solucdo contendo o reativo. @estiforam embrulhados em papel
aluminio (reacdo fotossensivel) e colocados em raggadora durante o periodo de 4h.
Posteriormente, a solucao foi centrifugada (6 #iR00 rpm). As extragOes foram guardadas

em tubos plasticos opacos sob refrigeracao.

4.5.2.4. Extracdo Pirofosfato

O reativo para essa extracdo foi feito atravésiskollicdo de 44,69 de pirofosfato de
sédio (NaP,O7) em 1L de agua ultrapura. Foi adicionado 0,5gedénsento triturado em tubo
(envolto por papel aluminio) contendo 50 mL do iweae colocado em mesa agitadora
durante o periodo de uma noite (12h). Apés a &ptag solucéo foi centrifugada a 18.000
rpm durante 20 min, filtrada e transferida parahat@io volumétrico de 100 mL. Ao residuo
no fundo do tubo foram adicionados 25 mL de agt@apura e o mesmo foi novamente
centrifugado (20 min, 18.000 rpm). Posteriormentspbrenadante foi filtrado e transferido
para o baldo volumétrico. O volume do balédo foi ptatado até 100 mL com agua ultrapura.
As extracdes foram armazenadas em tubos plastiezos sob refrigeracéo.

Para a quantificacdo dos metais o0 equipamenteadid foi um espectrometro por
emisséao optica ICP — HORIBA, modelo ULTIMA 2 ICP.

4.6. Triagem de fungos produtores de lipases e pezses
A triagem dos fungos produtores de lipases e peteacorreu em duas etapas: i)
qualitativa: a partir de um método de médio/altsedepenho (HTS) em meio sdlido e, ii)

quantitativa: em meio liquido.

4.6.1. Triagem qualitativa - Lipases

A triagem qualitativa foi realizada utilizando a towo descrito por Bigeyt al.
(2003). Com esse método é possivel ver os halaegiedacdo formados com o auxilio da
luz UV. A Rodamina B (gH31CIN2Og3; Figura 10) é um corante que permite a visualizaca
de reacOes através de fluorescéncia. Esse comiptetage com os &cidos graxos de cadeia

curta que sao liberados pela degradacao enzintiieaeite de oliva. Cabe ressaltar que por
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natureza o azeite de oliva € uma mistura que p@sstios graxos de cadeia longa, méd
curta; para que nao houvesse interferéncia do®fgohxo de cadeia curta presentes
proprio azeite, esse foi filtrado em coluna de ahamPara cada ensaio € possivel avalie

amostras de uma Unica v

Figura 10. Estrutura quimica do corante Rodamir.
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Fontehttp://www.sigmaaldrich.com/catalog/prod/sial/79754?lang=pt&region=BR&cm

=Insite- prodRecCold xview- -prodRecCold1033

Inicialmente, os fungos filamentosos e leveduraanocultivados em PDB (Pots
Dextrose Broth, Acumedia) durante 48h. Posteriot;yehO mL de meio contendo o mi-
organismo foi transferido para a pledeep well de 96 pocos. Utilizando um replicadios
micro-organismos foram inoculados em uma placa de Pednidg (15 cm de diametr
contendo meio Tubaki modificado de composicéo:.L'* de ajar; 1,0 g.I" de peptona; 0,5
g.L" de extrato de levedura (sem glicose); 31,25 miitaze oliva solucdoe Rodamina B
0,01 % (v/v). A producdo das enzimas foi acompaahdwurante o periodo de 120 h
incubacdo a 15 °C e a placas foram reveladas cerMu Os cultivos que apresentar.
coloracao alaranjada foram considerados positiva peoducéo de lipas:t Todos os ensaios

foram feitos em triplicata.

4.6.2. Triagem quantitativa- Lipases

Os fungos positivos da triagem qualitativa fo cultivados em meio liquidisob
agitacdo de 150 rpm e a 15 °C. ApOs o crescimentojcélio foi separado do caldo
cultivo por filtragcdo a vacuo e, posteriormente, o adioi centrifugado por 10 minutos
8.000 rpm. O filtrado (caldo de cultivo) obtido fatilizado para dosagem da ativide
enzimatica.

Para a quantificacdo de lipases extracelularestodo@escrito pc Yanget al. (2002)

foi utilizado. Esse método consiste na utilizacacsdbstrato sintético-nitrofenil palmitato
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(PNPP) para quantificar a atividade enzimaticaeEssstrato foi solubilizado em 500 de
DMSO e, posteriormente, diluido com 19,5 mL de t@amfosfato de sédio 50,0 mM pH 7,0
contendo 0,5% de Triton X-100. A reacdao foi iniciasbm a adicdo de 1QQ do caldo bruto
em 900uL de meio reacional. As reacdes foram mantidasnderd0 min em banho-maria a
37 °C e interrompidas por choque térmico a 96 °Clpmin, seguido pela adicdo de 1,0 mL
de solugdo aquosa saturada de tetraborato de #ddiegradacdo do pNPP leva a liberagéo
de p-nitrofenolato e € possivel quantificar essempmsto por absorbéncia em
espectrofotdbmetro no comprimento de 405 nm utiipara Equacdo 1. Todas as

quantificacdes foram feitas em triplicatas

A .Vf. D

Ay
(U.mL7) = eVe.T

.1000 (Equac&o 1)

Onde,

A- Valor da absorbancia;

V- Volume final da reacéo;

D — Diluic&o utilizada;

€- Coeficiente de extingdo molar;

Ve — Volume do caldo bruto utilizado (uL);
T — Tempo da reagcdo em minutos;

1000 — fator de correcéo

4.6.3. Triagem qualitativa - Proteases

Os isolados de levedura foram triados através daiemleHigh Thoughput Screening
(HTS) e os fungos filamentosos foram avaliados émags individuais. As leveduras foram
cultivadas em meio sélido malte 2% (m/v) pelo pdoicde 2-7 dias e posteriormente
transferidas para placasep well contendo 1,0 mL meio liquido malte 2% (m/v) comdaj
de uma alca de inoculacdo. Com o auxilio de umacamhbr foram transferidas para placas de
Petri (15 cm de didmetro) contendo o meio comppstakim milk (20 g.L'%), agar (20 g.L)
e tampao fosfato 0,2M pH 7. Os fungos filamentdscam cultivados em meio soélido malte
2% (m/v) de forma individual. Para tanto, discoscoheo mm de diametro de agar + micélio
foram depositados no centro das placas contendaiaguomskim milk acimadescrito.

As placas foram incubadas por 120h a 15 °C. Nestedm o resultado positivo é
revelado pela presenca de halo translicido (deggiaddoskim milk que é opaco) ao redor

das colbnias.
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4.6.4. Triagem quantitativa - Proteases

A atividade da protease foi quantificada atravéséodo propostos por Charney &
Tomarelli (1947), utilizando o substrato azocase@®&tubos testes foram preparados com a
adicdo de 0,5 mL de caldo bruto, 0,5 mL de azooas@j5% (m/v) em tampéo acetato de
sédio 50 mM e pH 5, e incubados a 37 °C por 40 rRiosteriormente, a reagdo foi
interrompida e o excesso de proteina precipitado gdicio de 0,1 mL de &cido
tricloroacético (TCA) 10% (m/v). Em seguida, a @adoi centrifugada a 8.000 rpm durante
10 min a 4°C. Apos a centrifugacao, 0,5 mL do sumtante foi transferido para um tubo de
ensaio contendo 0,5 mL de KOH 0,5M. A azocaseimesgltante da adicdo de um grupo
sulfonilamida a caseina e possui coloracdo vermallranjado. Sua degradagdo por
proteases leva a formacdo de componentes soluwe&i€lo tricloroacético. Na presenca de
KOH ocorre alteracdo da coloracdo da solucdo presentubo de ensaio de amarelo para
laranja (caracteristica dos grupamentos azo emlqdfire) e a intensidade desta coloracao
foi medida posteriormente em espectrofotdmetro Usiwél a 430 nm. Considerando o
resultado da absorbancia e utilizando a Equacédo [ssivel quantificar a atividade
proteolitica. Uma unidade de protease foi consademmo a quantidade de enzima capaz de
produzir um aumento na absorbancia de 0,01 em AGenreacdo a 430 nm, sendo expressa
em U.mL™

(B—A)/0,01%40)

AN — ~
(U.mL™) = 0.33 (Equacéo 2)

Onde,

A- Valor da absorbancia da amostra inativada
B- Valor da absorbancia da amostra ativa 37 °C
40 — Tempo da reacdo em minutos

0,33 — Fator de correcdo para mL de enzima

4.7. Otimizacao da producgéao de lipases e protease&senho experimental

Inicialmente, as variaveis temperatura e a agitdofiam avaliadas e fixadas. As
temperaturas testadas para producao de lipase filBa@0 e 25 °Ctémperaturas abaixo de
15 °C fazem com que haja a solidificacdo do azisteliva, utilizado como fonte de carbono
e também indutor para lipase)para proteases 10, 15, 20 e 25 °C. Para amiggziazas as
agitacoes estudadas foram 130, 140, 150 e 1600@pmeio utilizado para ambos os testes foi
0 mesmo utilizado para a determinacdo quantitatescrita na sesséo 4.6.2 (lipase) e 4.6.4

(protease).
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Apés a determinacdo da temperatura e agitacdo,sen@ de planejamentos do tipo
Plackett-Burman (PB) com as variaveis com possiviiéncia na atividade lipolitica e
proteolitica foi aplicada. Para tanto, as variat@iam estipuladas em dois niveis, sendo -1 o
inferior e 0 +1 0 superiorRODRIGUES & IEMMA, 2009). Em todas as matrizes foram
acrescentados quatro ensaios centrais (ponto centifaodos os testes foram realizados pelo
periodo de 7 dia®Apos esse periodo o caldo bruto foi obtido e @iz para a determinagéo

da atividade de lipase e protease.

4.7.1 Planejamento experimental para lipase

O primeiro planejamento consistiu em um PB16 comtrgupontos centrais. Foram
avaliadas as seguintes variaveis: peptona, azeitivh, glicose, Tween 80, quantidade de
in6culo (padronizado por densidade Optica), extdgolevedura, nitrato de sodio, ureia,
glicerol, salinidade (ASW) e pH (ANEXO I e Il)

Com os dados obtidos apés analise pelo softwareT&SACA 7.0 (STAT SOFT,
INC. 1995), foi realizado um segundo PB16 paraiavak variaveis: peptona, azeite de oliva,
Tween 80, quantidade de inoculo, extrato de leveduoitrato de sodio, ureia, glicerol,
salinidade (ASW) e pH (ANEXO Il e IV).

Apds a anadlise dos resultados obtidos no segunaioejpimento, um terceiro foi
realizado (PB12) com as varidveis Tween 80, nitd®®ddio, ureia, glicerol e pH (ANEXO
Ve VI).

Um quarto planejamento PB16 foi realizado com aswvais: peptona, extrato de
levedura, carbonato de sédio, quantidade de inpdakiato de potassio, azeite de oliva,
glicerol, Tween 80, salinidade (ASW) e pH (ANEXOI ¥1VIII).

4.7.2 Planejamento experimental para protease

O primeiro planejamento consistiu em um PB20 coreegglintes variaveis: peptona,
caseina, glicose, extrato de malte, quantidadendieuio, extrato de levedura, amidim
milk, farinha de pena, farinha de arroz, nitrato decs@alinidade (ASW) e pH (ANEXO IX
e X). A farinha de pena é considerada um residuandastria avicola e com grande
disponibilidade no Brasil, sendo constituida poasgi80% de proteinas. A farinha que foi
utilizada nos ensaios desse trabalho € provenilengenpresa Korin Agropecuéria LTDA.

Com os dados obtidos e apGs analise pelo softWeAGISTICA 7.0 (STAT SOFT,

INC. 1995), foi realizado um PB16 para avaliar asidveis: peptona, glicose, extrato de
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malte, quantidade de indculo, extrato de levedaripha de pena, farinha de arroz e ureia. A
salinidade (ASW) e pH foram fixados nos valores%@®6, respectivamente (ANEXO Xl e
Xll).

Apos a analise dos resultados obtidos no segunaioejpimento, um terceiro foi
realizado (PB12) com as variaveis: glicose, quadiédde indculo, extrato de levedura,
farinha de pena, ureia. A salinidade (ASW), o phtoacentracdo de peptona e extrato de
malte foram fixados (ANEXO XllI e XIV).

4.7.3 Experimentos de validagéo

Apés determinar os melhores ensaios para a prodied@ase (4.7.1) e protease
(4.7.2) foram conduzidos experimentos de validgga@ confirmar e avaliar a atividade
enzimatica em funcdo do tempo e biomassa. Paraeissaios em quadruplicadas foram
conduzidos e a biomassa e a atividade foram awealigwbr 11 dias. As determinacdes
ocorreram nos dias impares (1°; 3°; 5°; 7°; 91 ¥alia) apds o cultivo dos micro-organismos

selecionados nas condi¢cdes dos melhores ensasa panducao de lipase e protease.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados e discussao foram divididos em quatit@s principais, em consonancia
com os objetivos propostos:

« Parte 1. estdo apresentados e discutidos os wmhssltarovenientes da etapa de
isolamento e identificacdo molecular dos isoladotsdos das amostras de sedimentos
marinhos da Antartica;

» Parte 2: diz respeito aos resultados e discussédiveisidader e p dos fungos isolados,
bem como a correlagcédo da diversidade com a confmdigs sedimentos;

» Parte 3: é referente aos resultados e discussadadims de prospeccdo das enzimas
lipase e protease (triagem qualitativa e quantagti

» Parte 4: estdo apresentados e discutidos os hsslltio planejamento experimental
realizado com os isolados que apresentaram maiidaate enzimatica para cada uma
das enzimas estudadas, bem como os dados da @alidag melhores condi¢cdes para a

producao enzimatica.
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5.1. Parte 1: Isolamento e identificagdo moleculardos fungos filamentosos e
leveduriformes obtidos das cinco amostras de sedim®s marinhos
5.1.1. Resultados

Durante a primeira etapa de isolamento realizada @® sedimentos provenientes da
Antértica utilizando a estratégia de enriguecimeioiam obtidos 170 fungos, sendo 146
leveduras e 24 fungos filamentosos. Na Figura 1doesmpresentados os nimeros de isolados
de leveduras (A) e de fungos filamentosos (B) alstido isolamento com enriquecimento. O
meio PDA em sua composi¢cao normal e diluido 10v@zepiciou o isolamento de um maior
namero de leveduras. Para os filamentosos esseanesin sem alteracdes foi responsavel

pelo maior niamero de isolados também.

Figura 11. Numero de isolados de leveduras (A) e de fungasnéhtosos (B) obtidos nos

diferentes meios de cultivo com enriquecimento.

i‘ @b

WPDA  ®PDAdI B5A WM sPDA = PDAI Bsa MA

O isolamento realizado sem o enriquecimento resuitboobtencdo de um total de 56
fungos (20 leveduras e 36 fungos filamentosos) Figara 12 (A) estdo apresentados o0s
nameros de isolados de leveduras (A) e de fundgasdéntosos (B) obtidos no isolamento
sem enriguecimento. No isolamento sem enriquecmentquantidade de isolados de
leveduras foi bastante inferior a quantidade déads obtidos quando a estratégia de
enriguecimento foi aplicada. Um maior numero déados de leveduras foi obtido em meio
PDA diluido, enquanto que para os fungos filamergas utilizacdo do meio MA (Marine
Agar) resultou na obten¢do de um maior numeroaladss.

Considerando as duas estratégias de isolamenipadék, um total de 226 fungos
(166 leveduras e 60 fungos filamentosos) foramdobtia partir das cinco amostras de
sedimentos marinhos. A Figura 13 apresenta a pagem de isolados obtidos nas duas

temperaturas utilizadas para o isolamento.
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Figura 12. Numero de isolados de leveduras (A) e de fungasnéhtosos (B) obtidos n

diferentes meios de cultivo sem enriquecime

A

7
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Figura 13. Porcentagem de isolados obtidos nas duas tempesatilizadas para o
isolamento (5 °C e 15° C).

H 15 Graus H5 Graus

Posteriormente os 226 isolados foram submetiddsritificagdo molecular utilizanc
como marcadores as regides -DNAr para os fungos filamentosos e D1-28S para as
leveduras. Os dados relacionados corcomparacdo das sequéncias com as sequé
obtidas nos bancos de dados, bem como as arvlogsniéticas geradas estdo apresent
em anexo.

De acordo com os dados de sequenciamento e afifganética, representantes
nove géneros e 12 espécie leveduras foram isoladas das amostras de sedimmiatdizhos
da Antartica, sendo maioria dos isolados pertencentes ao filo Basidamtay Um grande
namero de isolados (n=75, 45,18%) foi identificadomo pertencente a espé
Metschnikowia australis (ANEXO XV e XVI). Em adicdo, 36 isolados (21,68%) for
afiliados ao génertrakia (ANEXO XV e XVII), sendo 26 identificados conM. frigida
(Candida frigida) e dez comdM. blollopis. A espécieCryptococcus gastricus (ANEXO XV e
XVIII) foi representada por isolados (5,75%). Esse também foi o nimero de dss

identificados como pertencente ao gérGlaciozyma (5,75%), dos quais seis foram afiliac
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as espécie6®. martinii e G. litoralis, e um identificado com&. antarctica (Leucosporidium
antarcticum) (ANEXO XV e XIX).

As leveduras com numeros inferiores a 10 isoladwsani identificadas como
pertencente ao génekdeyerozyma, sendo oitadentificados comaM. guilliermondii (Pichia
guilliermondii) (n=9, 3,98%) e um combWl. caribbica (Pichia caribbica) (ANEXO XV e
XX); Holtermanniella wattica (classificada anteriormente cor@oyptococcus watticus) (n=9,
3,98%) (ANEXO XV e XXI); Rhodotorula muscorum (Leucosporidiella muscorum) (n=7,
3,09%) (ANEXO | e XXII); Cystobasidium sp. (n=3, 1,32%) (ANEXO XV e XXIIl) e
Phenoliferia glacialis (n=1, 0,44%) (ANEXO XV e XXIV).

Para os fungos filamentosos, os dados de sequamia e andlises filogenéticas
demonstraram a presenca de oito géneros e qugigTies nas amostras de sedimentos
marinhos da Antartica, sendo todos os isolado®pesntes ao filo Ascomycota. Os géneros
com maior numero de isolados forafenicillium e Pseudogymnoascus (ambos com n=24,
40,00%; ANEXOs XXV; XXVI e XXVII). Seguidos pelo g&ro Cadophora (n=4, 6,67%)
sendo trés isolados identificados co@analorum e um comdcC. fastigiata (ANEXOs XXV,
XVIII); Cladosporium (n=3, 5,00%) (ANEXOs XXV e XXIX; Toxicocladosporium
(ANEXOs XXV; XXX), Pseudocercosporella (ANEXOs XXV; XXXI), Pestalotiopsis
(ANEXOs XXV; XXXII) e Paraconiothyrium (ANEXOs XXV; XXXIII) , (todos com n=1,
1,67%). Um dos isolados ndo pode ser identificado gpresentar baixa similaridade de
sequéncia com as sequéncias do banco de h@ank, sendo a maior similaridade (86%)
com a espéciPhaeoacremonium santali (ANEXOs XXV; XXXIV).

Na Tabela 4 sdo apresentados os dados referengesisalados (ndmero e
identificacdo) e as amostras das quais os mesnram foecuperados. Esses resultados
revelaram que a partir da amostra A6 (Refagio Beemtarés) um maior nimero de fungos foi
isolado (35,8%). A amostra com o0 segundo maior marde isolados foi a A5 (Refugio 2)
(24,7%), seqguida pela A4 (Punta Ullman) (17,2%)pstna A2 (Botany Point) (11,5%) e
amostra A3 (EACF) (10,6%).

Todos os 226 isolados estdo sendo mantidos naécotegpesquisa do Laboratorio de
Micologia Ambiental e Industrial (LAMAI) associa@gaCentral de Recursos Microbianos da
UNESP (CRM-UNESP). Os isolados de fungos filamesgoforam fotodocumentados e
preservados pelos métodos de Castellani e criopees® a -80°C. As leveduras foram

preservadas por criopreservacao a -80°C. Os dafleemtes ao isolamento, preservacao e
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identificacdo molecular foram organizados em pharsle serdo introduzidos no sistema de
gerenciamento de acervo da CRM-UNESP, o microSICol.

Tabela 4.Fungos obtidos das amostras de sedimentos matah@startica.

A2 A3 A4 A5 A6 Total

Ascomycota
Pseudogymnoascus sp.1 1 0 1 0 4 6
Pseudogymnoascus sp.2 0 0 0 1 0 1
Pseudogymnoascus sp.3 6 2 2 1 4 15
Pseudogymnoascus sp.4 0 0 0 2 0 2
Penicillium solitum 2 3 8 5 2 20
Penicillium commune 2 0 1 0 0 3
Penicillium sp. 1 0 0 0 0 1
Cladosporiumsp.1 0 1 0 0 0 1
Cladosporiumsp.2 0 0 1 0 0 1
Cladosporiumsp.3 0 0 1 0 0 1
Pestalotiopsis sp. 0 0 0 0 1 1
Pseudocercosporella sp. 0 0 0 1 0 1
Paraconiothyrium sp. 0 0 0 1 0 1
Toxicocladosporium sp. 0 0 0 1 0 1
Cadophora malorum 0 3 0 0 0 3
Cadophora fastigiata 0 1 0 0 0 1
Metschnikowia australis 1 6 2 22 44 75
Meyerozyma 7 0 1 0 0 8
guilliermondii
Meyerozyma caribbica 0 0 0 0 1 1
N&o identificado 0 0 1 0 0 1
Basidiomycota
Rhodotorula muscorum 0 0 0 1 6 7
Mrakia blollopis 2 6 1 1 0 10
Mrakia frigida 1 0 9 15 1 26
Cryptococcus gastricus 0 0 11 1 1 13
Glaciozyma martinii 0 2 0 1 3 6
Glaciozyma antarctica 1 0 0 0 0 1
Glaciozyma litoralis 2 0 0 0 4 6
Cystobasidium sp. 0 0 0 3 0 3
Holtermanniella wattica 0 0 0 0 9 9
Phenoliferia glacialis 0 0 0 0 1 1
Total 26 24 39 56 81 226

A2- Botany Point,A3- EACF, A4- Punta Ullman,A5- Refagio 2 (Sedimento)A6-
Reflgio 2 (entre marés).
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5.1.2. Discusséo

Com base nas duas estratégias de isolamento ddisiz@om e sem enriqguecimento)
podemos notar uma diferenca acentuada no numefondes obtidos, principalmente no
namero de leveduras. Quando o enriquecimento fimado, 146 leveduras foram isoladas,
entretanto, na abordagem sem enriquecimento, ap2Daleveduras foram obtidas das
mesmas amostras de sedimento marinho. Estes tesutiemonstram que o enriquecimento
favoreceu o desenvolvimento das leveduras nas easestudadas.

O meio PDA e PDA diluido (10x) propiciaram o isakento de um maior numero de
fungos quando comparados com o0s outros meios adde (59,73% do total de fungos
isolados). Um fator que possivelmente possa teriboido para o maior numero de isolados
nesses dois meios é a presenca de glicose. O R réeio rico com alta concentracdo de
glicose (20 g.[*) e o PDA diluido, apesar de ser diluido 10x po&sig.L* de glicose. Em
contrapartida, os meios BSA e MA nao possuem gli@a sua composi¢cido. Cabe destacar
gue na segunda etapa realizada sem enriquecinpamtops fungos filamentosos o meio que
resultou em um maior numero de isolados foi o MAafiMe Agar), o qual assim como o
PDA diluido 10x, apresenta certa oligotrofia. O bdesempenho desses meios frente ao
isolamento de fungos de sedimentos marinhos darthuatdgpode estar associado as condi¢des
baixas de nutrientes encontradas no ambiente noamhartico (ROVATI et al., 2013;
UETAKE et al., 2012).

Do total de isolados obtidos, 68% foram isoladd$ &C. De acordo com Ruidi al.
(2007), os micro-organismos provenientes da Awmt@rtiespecialmente os da peninsula
Antértica, sdo em sua maioria psicrotolerantess pdemperatura nesta regido no periodo do
verao pode atingir 15°C.

As amostras com o maior numero de isolados forafyd §n=56 isolados) e a A6
(n=81). Os dados referentes a essas amostrasnesicabela 1 (iterd.1). Cabe ressaltar que
na amostra A6, dos 81 isolados, 44 foram da meskslira M. australis). A M. australis
foi recuperada de todas as amostras utilizadagesemte trabalho. E possivel inferir que a
amostra A6 (Refugio 2 — entre marés), por ser uona gle transicao, sofra influéncia da agua
do mar que a banha, da agua de degelo e tambémlalmas regido proxima, fatores que
podem ter influenciado no nimero de isolados eespgcies ali encontradas. Em adicédo, a
amostra A6 foi a que apresentou temperatura mavs@h no momento da coleta (2,4°C). Os
dados referentes a diversidade e riqueza dos fuolgidos nas diferentes amostras serao

abordados na proxima sessao (item 5.2).
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Os dados de isolamento e identificagdo taxonOmes@laram que a maioria dos
géneros de leveduras obtidas no presente trabgdhdiadas amostras de sedimento marinho
pertence ao filo Basidiomycota (77,7%). Esses dadoscoerentes com relatos na literatura
(CARRASCOet al., 2012; CONNELet al., 2008; VAZet al., 2011).

A espécieMetschnikowia australis foi a mais abundante, seguida por representantes
do génerdVrakia, Cryptococcus, Glaciozyma, Meyerozyma e Holtermanniella. M. australis é
uma levedura endémica na Antartica, sendo enc@angradagua marinha e € frequentemente
isolada de amostras de algas e sedimentos mari@AdBRASCOet al., 2012; DUARTEet
al., 2013; GODINHOset al., 2013; LOQUEet al., 2010). Outras espécies Metschnikowia
foram isoladas de ambientes com baixas temperatarasM. bicuspidata a qual foi isolada
de agua do mar no Artico e tambéril azobellii em pocas no gelo (BUTINAR al., 2011).

O géneraVirakia esta presente em geleiras, agua derretida e sgdsngrovenientes
de geleiras, sendo encontrado nos Alpes na ltalaustria, no Artico e na Antartica
(CONNELL et al., 2008; THOMAS-HALL et al., 2009). As principais adaptacbes para
suportar ambientes extremos sao proteinas de chégwméeco HSPs). Uma caracteristica
interessante dMrakia frigida € a producéo de proteinas ativas em baixas tetupsague
inativam outras proteinas, aumentando suas chadeesobrevivéncia em ambientes
oligotroficos (HUAet al., 2010). A espéci®. frigida ja foi isolada de amostras de solo da
Victoria Land, Antartica (di MENNA, 1966). Existem relatos delemento deM. blollopis
na Antartica, em amostras de solo e agua (THOMAS4H# al., 2009; TSUJkt al., 2013;
TSUJlet al., 2015).

Representantes do génetoyptococcus, tais comoC. gastricus, C. gilvescens e C.
terricola sdofrequentemente encontrados em ambientes com Haixgeraturas, (BRANDA
et al., 2010; PATHAN et al., 2010; GERDAYet al., 1997; SCORZETTIet al., 2000;
TURCHETTI et al.,2007). Esse género possui uma seérie de adaptappestantes para a
sobrevivéncia em ambientes com temperaturas abdixozero, tais como elevada
concentracdo de acidos graxos insaturados presemtasias membranas celulares e reducéo
da atividade celular através da diminuicdo da waélas reacBes celulares. gilvescens
entre outras espécies foram isoladas de geleir&sirpa, de solo, 4gua e geleiras no Artico
e Antartica (BUZZIN| 2010).C. victoriae foi reportada com o sendo uma levedura endofitica
simbionte encontrada eBeschampsia antarctica (SANTIAGO et al., 2016)

Representantes do géndstaciozyma tém sido isolados com frequéncia em amostras

da Antartica.Glaciozyma martinii foi isolada de esponjas marinhas, sedimentoss selo
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também 4gua do mar (DUARTEE al., 2013; TURCHETTIet al., 2011). Outras espécies de
Glaciozyma isoladas de amostras da Antartica foram relata@liagi ozyma watsonii isolada

de solo e agua, Glaciozyma antarctica (Leucosporidium antarcticum) (TURCHETTI et al.,
2011). Representantes da espéBlaciozyma litoralis foram isolados na regido do Mar
Branco (Oceano Artico), Russia. A classificacda@lgénero é relativamente nova e ndo ha
muitas informacdes disponiveis sobre 0 mesmo (TURCH et al., 2011; WANGet al.,
2015).

Meyerozyma € um género de levedura considerado psicrotokeaimalotoleranteM.
guilliermondii foi reportado em amostras de geleiras, dgua doenwam solo congelado na
costa da Sibéria, regides de tundra, regido dad\mi Antartica (BUTINARet al., 2011;
DUARTE et al., 2013; GILICHINSKY et al., 2005). O primeiro relato dil. caribbica foi
realizado por Godinhet al. (2013) em amostra de algas provenientes da Ardartic

Representantes do génétoltermanniella tem sido encontrados em regides de baixa
temperaturaHoltermanniella wattica (Cryptococcus watticus) e Holtermanniella nyarrowii
(Cryptococcus nyarrowii) foram originalmente isoladas da Antartica. Oslados desse
género provenientes de regides frias possuem aewpehntidade de acido 9-12-
octadecadiendico (acido linoleico), um acido grassaturado caracteristico em leveduras que
habitam ambientes com baixas temperaturas (GUFF@GG, 2004; MCMURROUGH &
ROSE, 1973; ROS& al., 2009; THOMAS-HALL, 2004; WUCZKOWSKIet al., 2011).

Outros géneros menos abundantes (>5%) recuperadosirdostras de sedimentos
marinhos da Antéartica forar®hodotorula, Cystobasidium e Phenoliferia. A leveduraR.
muscorum (atual Leucosporidium muscorum) é psicrofilica e pode ser encontrada em geleiras
e em lugares proximos a elas. Dados de literatpartam a presenca desta espécie nos
ambientes Artico e Antartico. Sua principal adafitapara sobrevivéncia em ambientes
abaixo de zero € a elevada concentracdo de acrdassginsaturados presentes em suas
membranas celulares (BABJEVA & RESHETOYA998; PATHAN et al., 2010; de
GARCIA et al., 2015).

Representantes do géneBystobasidium foram isolados de amostras da Antartica
coletadas enhitchfield IsSland e Dee Island (TRONCOSCQ«t al., 2016). Santiaget al. (2016)
reportaram o isolamentte uma levedura endofitica dbeschampsia antarctica identificada
comoC. laringis.

Phenoliferia € um género relativamente novo que foi utilizad@ pamanejar algumas

espécies anteriormente classificadas c&madotorula, as quais foram isoladas de geleiras e
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Alpes na Austria e Itadlia (MARGESIK al., 2007; PATHANEet al., 2010; TURCHETTlet
al., 2007).

Quanto aos fungos filamentosos, os généescillium e Pseudogymnoascus foram
0s mais abundantes, seguidos pelos géreadsphora, Cladosporium, Toxicocladosporium,
Pseudocercosporella, Pestalotiopsi e Paraconiothyrium.

O génerdPenicillium apresenta alta conservacao da regiao ITS e pooisES-DNAr
nao permite distincdo entre varias espécies. Asaimtilizacdo de um segundo marcador
taxondémico B-tubulina) foi necessaria. Com base na comparage&eduéncias e da arvore
filogenética do gene que codificapatubulina foi possivel identificar grande partesdo
isolados do géner®enicillium como pertencente a espédenicillium solitum e alguns
outros comoPenicillium commune. O P. solitum € considerado um micro-organismo
mesofilico, psicrotolerante e halotolerante consa@mento entre 5°C e 30°C e salinidade de
até 15% de NaCl (RAGHUKUMAR al., 2010). Gongalvest al. (2013) relata o primeiro
isolamento deP. solitum proveniente de amostra de sedimento marinho darédga. O
géneroPenicillium é comumente encontrado em ambientes frios. NiwdAHha relatos das
espécie®. bialowiezense, P. chrysogenum, P. thomii, P. solitum, P. palitans, P. echinulatum,

P. polonicum, P. commune, P. discolo e P. expansum (SONJAK et al., 2006). No trabalho de
Godinhoet al., (2013) realizado com algas da Antartica represéedatto géner@enicillium
foram identificados utilizando o gene ¢atubulina comoP. spinulosum, P. steckii, P.
citrinum e P. chrysogenum.

O géneroPseudogymnoascus possui uma distribuicdo abrangente no globo teeest
sendo encontrado em ambientes marinhos, no sa@mieém no ar (KIRKet al., 2008). Em
geral os membros desse género sao psicrofilicosdpsierantes e possuem tolerancia a
ambientes salinos, encontrados na Antartica e tarmt@ Artico principalmente em solos
(ARENZ et al., 2006; ARENZ & BLANCHETTE 2011; OZERSKAYAet al., 2009). Os
isolados no presente trabalho tiveram alta sindidette de sequéncias cdidestructans?.
pannorum e P. verrucosus. Esses resultados sdo coerentes com os de variwesabeniceet
al. (1997) relatam em seus estudos um isolade. gannorum proveniente d&/ictoria Land
(Antartica); ARENZ & BLANCHETTE (2011) obtiveram gnde numero de isolados
pertencentes ao géneRseudogymnoascus na Peninsula Antartica e na regiRoss Sea
representando cerca de 61% dos isolados totais.trélbo de isolamento de fungos
provenientes de algaga Peninsula Antartic@GODINHO et al., 2013) sao relatados 36

isolados pertencente ao género em questao, cordiaea de 98% e cobertura de 100% da
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regiao ITS conP. destructans. Esse género também foi isolado de amostras agigsponjas

e vertebrados marinhos (LOQU& al., 2010). No presente trabalho, considerando as
informacdes contidas nBenbank e nas arvores filogenéticas nao foi possivel @apao
dos isolados do géner@seudogymnoascus. Na arvore filogenética alguns isolados desse
género formaram um cluster separado (5A-1C715I8D€1111), assim como no trabalho de
Godinhoet al. (2013).

O géneroCadophora é considerado psicrotolerante e é frequentemeoiadio do
ambiente antartico, havendo varios relatos ematitea do isolamento de. luteo-olivacea,

C. malorum e C. fastigiata (BLANCHETTE et al., 2004; BLANCHETTE et al., 2010;
BRIDGE & SPOONER 2012; GONCALVESet al., 2012). No presente trabalho, foram
identificados fungos pertencentes ao gérgadophora, afiliados as espécigs. malorum e

C. fadtigiata.

Representantes do génettadosporium foram encontrados em ambiente antértico,
isolados de esponjas marinhas coletadaking George Island (ARENZ et al., 2006; Del-
Cid et al., 2014). Apesar de estar entre os géneros maislabtes do presente trabalho, ndo
foi possivel realizar a especiacdo dos isoladosepezntes a esse género utilizando o
marcador ITS.

Toxicocladosporium, Pseudocercosporella, Pestalotiopsi e Paraconiothyrium foram
0S géneros menos abundantes (<2,0%), sendo o muiande alguns desses géneros no
ambiente antartico possivelmente inédito.

O géneroToxicocladosporium esta relacionado com o génettadosporium, mas é
reconhecido atualmente como um género distinto (@R@t al., 2007). O isolado
representante deste género apresentou alta pageenide similaridade de sequéncia com a
espécieToxicocladosporium strelitziae, entretanto a espécie nao foi confirmada pela arvore
filogenética. Esse género estd associado frequentena plantas, sendo responsavel por
algumas doencas que afetam arvores e folhas. Agyes@ecies também foram recuperadas
de amostras clinicas (CROWSal., 2007; CRUYWAGENEt al., 2015; PINARet al., 2015;
SANDOVAL-DENI et al. 2015; ZHANGet al. 2011). De acordo com a literatura consultada,
nao foi encontrado relatos da presenca de funggie género no ambiente antartico.

Pseudocercosporella é conhecido por possuir varias espécies fitopaiogé ou
associadas a plantas (ROSSMANal., 2016). Até o presente momento ndo ha relato na
literatura consultada de representantes desseog@&wados de amostras da Antartica. O

isolado que foi obtido no presente trabalho aptesen99% de identidade com
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Pseudocercosporella fraxini mas a espécie ndo foi confirmada levando em carside a
andlise da arvore filogenética.

O génerdPestalotiopsis esta frequentemente associado a fungos endofdtecptantas
tropicais, alguns de seus representantes suportamdices ambientais adversas
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2011; YANG et al.,, 2012). O isolado obtido no
presente estudo apresentou 100% de similaridadegigéncia com diferentes espécies do
género Pestalotiopsis, ndo sendo possivel definir a espécie mesmo aposnalises
filogenéticas. Poucos resultados na literatura t@pom isolamento desse fungo em ambiente
marinho na Antéartica. Goncalves al. (2013) relataram o isolamento &e microspora a
partir de uma amostra de rizosferalEschampsia antar ctica.

O génerdParaconiothyrium possui muitos representantes comumente enconteaalos
associacdes com plantas. Até o presente momerk® &ordo com a literatura consultada,
ndo foi encontrado relatos deste género na ArdarRepresentantes dRaraconiothyrium
foram isolados de ambiente marinho, incluindo amasstde esponja e sedimentos
(BONUGLI-SANTOS et al., 2009; BUDZISZEWSKAEet al. 2011; CROUSet al., 2013;
GOMES €t al., 2015; VERKLEY et al. 2004). O isolado obtido no presente trabalho
apresentou maior similaridade de sequéncia compaciesParaconiothyrium variabile,
entretanto a cobertura foi de 94%. Desta formae esblado foi identificado como
Paraconiothyrium sp..

Um dos isolados obtidos ndo pode ser identificagidd a baixa similaridade de
sequéncia com as sequéncias do Genbank. A maidarsitade foi de 86% com a espécie
Phaeoacremonium santali. Este resultado pode indicar ser esta uma nova iesgEEndo

necessarios estudos adicionais para a confirmagsia Hipotese.

5.2. Parte 2: Analise de diversidade
5.2.1. Diversidaden

Com base nos dados de identificacdo apresentaddab®da 1 foi possivel gerar as
curvas de rarefacdo para cada amostra (ANEXOs XX¥la&V). Os resultados das analises
de cobertura revelam que apenas a curva refereant@atra EACF (A3) atingiu a assintota.
Tal resultado indica que o esforco amostral nasuiéiciente para recuperar a maior parte da
diversidade existente de cada amostra. Com o aongenesforco amostral, provavelmente,

seriam isoladas mais espécies fungicas. Quandoarangs par a par, as curvas revelam que
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as amostras apresentam riquezas semelhantes, qustoos intervalos de confiangca se
sobrepdem.

Os indices de diversidade utilizados para avaldiversidade. estdo apresentados na
Tabela 5. O estimador de riqueza Chao 1 indicaagamostra Ampresenta a maior riqueza
estimada, devido a maior presenca de espéciesnesaa amostra (singletons e dobletons).

Foi possivel constatar que o indice de Shannomdatea A2 foi 0 maior. O indice de
Simpson inverso também corroborou o resultado d@wénde Shannon para a amostra A2,

indicando que essa é a amostra mais diversa ddoestu

Tabela 5 Indices de diversidade, riqueza e estimadoigieza de Chao 1

Shannon Simpson Inv. Chao 1 S
Botany Point (A2) 2,11 6,38 12,92 11
EACF (A3) 1,89 5,76 8,32 8
Punta Ullman (A4) 1,98 5,41 18,82 12
Refgio 2 (Sed.YA5) 1,86 4,15 31,68 14
Ref. 2 (marés)(A6) 1,7 31 17,94 13

5.2.2. Diversidadep

Com relacédo ao compartilhamento de espécies (tiaelsp), as amostras A5 e A6
apresentaram a maior similaridade (42,3%), segupelas amostras A4 e A5 que
compartilharam 40,0% de similaridade entre as cadagles (Tabela 6). As amostras que
mostraram menor similaridade entre si foram a A2 éA5 com apenas 14,6% de
compartilhamento de espécies.

Pela observacgéo do gréfico na Figura&lgbssivel observar que as amostras Reflgio 2
(Sed.) e Refugio 2 (marés) sdo separadas das ddisaamostras pela coordenada 1. Essas
amostras foram retiradas da mesma regido e gecgradnte sdo as mais distantes das outras
amostras. A coordenada 2 separa essas duas amfagtragie pode ser atribuido ao tipo da
amostra, visto que a amostra A5 € proveniente densato marinho e a A6 foi coleta na
zona entre marés. Os dados revelados pelo cormpantto foram confirmados, pois pelo
grafico de correspondéncia essas duas amostras ss& proximas entre si quando
comparadas com as outras.

Com a andlise de NMDS (Figura 14) é possivel avalidiferenca entre as amostras
de sedimentos através da andlise de composicasedimentos (Tabela 7). Claramente é
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possivel notar que as amostras ndo formam um groeso. Por terem vindo de pontos de
coletas diferentes, essas amostras podem apresardateristicas singulares.

Tabela 6. Tabela de compartilhamento das amostras par acqar a porcentagem de

similaridade entre os pares.

Amostra 1 Amostra 2 Bray-Curtis Porcentagem
A2 A3 0,280 28,0%
A2 A4 0,308 30,8%
A2 A5 0,146 14,6%
A2 A6 0,206 20,6%
A3 A4 0,254 25,4%
A3 A5 0,300 30,0%
A3 A6 0,229 22,9%
Ad A5 0,400 40,0%
Ad A6 0,150 15,0%
A5 A6 0,423 42,3%

Amostras de sedimento: A2 Botany PointA3- EACF, A4- Punta UllmanA5- Reflgio 2 (Sedimento),

A6- Refdgio 2 (entre marés).

Tabela 7.Dados de caracterizacdo dos sedimentos marinhas@aalise NMDS.

pH CBD Al*  Ox. Al* CBDFe* OxFe* Piro Al* PiroFe* TC(%)
A2 8,09 57,67 87,01 38,22 58,26 1,82 1,02 0,37275
A3 7,62 96,67 160,59 55,92 99,86 3,26 1,93 0,62205
A4 8,00 84,60 104,69 48,17 70,51 2,48 1,45 0,4445
A5 7,64 79,35 83,20 48,68 59,08 3,10 1,70 0,43975
A6 6,89 46,26 127,05 27,91 89,32 2,16 1,33 0,06906

Ox. — oxalato; CBD - Ditionito-Citrato-BicarbonatBjro — Pirofosfato; TC — Teor de carbono organiem

ppm.

Os resultados do grafico de correspondéncia (Figd)ae do NMDS (Figura 15)
revelam um mesmo padrdo de agrupamento. As amdxttasy Point (A2), EACF (A3) e
Punta Ullman (A4) sdo separadas das amostras Refigbedimento — A5) e Refagio 2
(entre marés — A6). Em adicdo, a coordenada 2 agmamostras Punta Ullman (A4) e

Refugio 2 (Sedimento — A5) das demais.
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Figura 14. Analise de correspondéncia das amostras e isol@gfontos
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Figura 15. Grafico obtido com os dados de caracterizacasedisnentos. Cada ponto colorido representa umatearaes sedimento. Os vetores mostram a
influencia de cada parametro sobre a distribuicao.
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5.2.3. Discusséo

Com relacdo a diversidade a amostra A5 apresentou a maior riqgueza de
espécies, enquanto a amostra A2 se mostrou maissdivAs tréplicas da amostra A5
foram coletadas em uma profundidade média de 2Qtemperatura de 0,1°C, enquanto
qgue as tréplicas da amostra A2 foram coletadasaprofundidade média de 24,7 m e
temperatura de 0,6°C. Esses resultados revelamlmastras de sedimentos coletadas a
20 m ou mais abaixo da coluna de agua e com tetapasgroximas a 0°C apresentaram
maior riqueza e diversidade de fungos do que a @manosletada na zona entre mares
(superficial), a qual possuia uma temperatura elaisada (2,4°C).

Com relacdo a diversidadf, era esperado que as amostras A5 e A6
apresentassem compartilhamento maior de espécisselps foram retiradas da mesma
regido geografica (a poucos metros de distanciajtretanto, apesar da maior
similaridade ser entre as amostras A5 e A6, a ptagem de similaridade foi baixa, ndo
atingindo 50% de compartilhamento.

Essa hipotese é sustentada pelo grafico de NMD8e arenhuma amostra
apresenta grande similaridade, todas ficaram digapeno grafico. Ao comparar esse
grafico com o obtido na andlise de correspondéhgassivel notar grande similaridade
entre eles, as posi¢cdes entre as amostra sdoapmatite as mesmas, apenas estao
invertidas em relacdo aos eixos. Esses resultadgsresn que a separacao entre as
amostras e os diferentes isolados encontrados egttamente relacionados com a
localizacdo de cada ponto de coleta. As amostragRESugio 2 Sedimento) e A6
(Refagio 2 entre marés) se distanciam dos outrés sedimentos na componente,
provavelmente por serem geograficamente afastema®utras amostras (Figura 6). O
distanciamento dessas duas amostras (entre si)gstaleassociado ao fato das mesmas
serem provenientes de condi¢des distintas, com@xyamnplo a profundidade (tréplicas
da amostra A5 foram coletadas em profundidade nli20 m, enquanto que a coleta
da amostra A6 foi realizada na superficie da zonieemarés) e temperatura (a
temperatura das tréplicas da amostra A5 estavarnomm de 0,1 °C na hora da coleta,
enguanto que a da A5 em torno de 2,4°C).

Realizando a juncdo de todos os dados obtidoswiesiiade € possivel inferir
que a diversidade fungica nos sedimentos da Acadse altera em relacdo aos pontos de
coleta. Cada amostra € Unica, proporcionando ondelsémento de comunidades de

fungos distintas.
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5.3. Parte 3: Prospecc¢ao de fungos produtores dpdises e proteases

5.3.1. Resultados
As leveduras e os fungos filamentosos proveniemtes isolamento com

enriguecimento foram submetidos aos experimentgaaducao de lipases e proteases.
Dentre as 146 leveduras e os 24 fungos filament@estsdados 60 e 19 apresentaram
resultado positivo para lipase na triagem quakdatirespectivamente. Os isolados
positivos na triagem qualitativa foram submetidos experimentos de quantificacdo da
atividade lipolitica.

Os resultados da triagem quantitativa revelaramlguieveduras e nove fungos
filamentosos apresentaram atividade mensuravetoadicoes estudadas. Os resultados
estdo apresentados na Tabela 8. A levedura 6A-i@itificada comdvetschnikowia
australis e isolada do sedimento marinho proveniente dodRef?l (entre marés; 2,4 °C)
apresentou o melhor resultado de atividade enzien#®,88 U.mL%). Para os fungos
filamentosos, o isolado 3A-1C315llll proveniente alaostra de EACF (profundidade
22,9 m; 0,5 °C) e identificado con@adophora fastigiata, apresentou a maior atividade
enzimatica (0,22 U.ml).

De maneira geral, as leveduras apresentaram ateviolais expressiva de lipases
do que os fungos filamentosos. Dez dos 75 isolatoBl. australis, quatro dos 13
isolados deC. gastricus e dois dos 26 isolados dé. frigida apresentaram atividade
lipolitica mensuravel. Dos dez isolados Nk australis (13,3%) que apresentaram
atividade lipolitica em meio liquido, sete sdo mmentes da mesma amostra (A6 —
Reflgio 2 entre marés), dois da amostra A3 (EACEN da amostra A2 (Botany Point).
Dois dos quatro isolados @& gastricus (30%) também séo provenientes da amostra A6
(Refugio 2 - entre marés), um da amostra A5 (Reflgi Sedimento) e um da amostra
A4 (Punta Ullman). Dentre os dois isoladosMidrigida (7,69%), um é proveniente da
amostra A5 (Refagio 2 — Sedimento) e outro da amo&tt (Punta Ullman). Dos 16
isolados com atividade lipolitica mensuravel, n®@ provenientes da amostra A6
(Refugio 2 - entre mares).

A maioriados fungos filamentosos que apresentaram atividagtesuravel para
lipases pertence ao géneRenicillium (77,77%). Dos seis isolados dRenicillium
produtores de lipase, um é proveniente da amo&r@étany Point), um da A3 (EACF),
trés da amostra A4 (Punta Ullman) e um da A5 (Ref2g— Sedimento). Além dos
isolados de Penicillium, outros dois fungos apresentaram atividade desdipa

Cladosporium sp. (proveniente da amostra A4 - Punta Uliman)C.e fastigiata
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(proveniente da amostra A3 - EACF) que apresentowaimr valor de atividade desta
enzima (Tabela 8).

Tabela 8. Atividade lipolitica das leveduras e fungos filanosos selecionados apos

cultivo por sete dias a 15°C e 150 rpm.

Leveduras Identificacdo u.mL? Fungos Identificacdo U.mL*
filamentosos

6A-1C2II M. australis 0,88 3A-1C315li C. fagtigiata 0,22
5A-1C115I C. gastricus 0,86 5A-1C115ll P. solitum 0,09
6A-3C515lllI C. gastricus 0,85 2A-1C115I1 P. commune 0,06
6A-1C2lIIA M. australis 0,85 5B-1C315II P. solitum 0,05
6A-1C4l M. australis 0,83 4A-1C11511 P. solitum 0,05
6A-1C6l M. australis 0,81 4A-1C3151I P. solitum 0,04
6A-3C515lllI C. gastricus 0,80 3A-1C2151IIIA P. solitum 0,03
6A-1C215II M. australis 0,79 4B-1C115lilI Cladosporium sp. 0,03
3A-1C3lIIIA M. australis 0,77 4B-1C1ll P. solitum 0,02
4A-3C115l1 C. gastricus 0,05

4B-1C415ll M. frigida 0,02

6A-1C315llll M. australis 0,02

3A-1C2llIC M. australis 0,01

2A-3C215l1 M. australis 0,01

5A-1Ca3ll M. frigida 0,01

6A-1C6l M. australis 0,01

Com relacdo a atividade proteolitica, nove isoladodotal de 170 (obtidos no
isolamento com enriquecimento) apresentaram cagdeigara degradagcdo de proteina
no teste qualitativo. Na etapa quantitativa, osen@olados (trés leveduras e seis
filamentosos) apresentaram atividade proteoliticansuravel. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 9.

Dentre as leveduras, o isolado 6A-1C215I recupedadamostra A6 (Refagio 2-
entre marés; superficial; 2,4 °C) e identificadmodrhodotorula muscorum apresentou a
maior atividade de proteases. Os outros dois isslate levedura que apresentaram
atividade proteolitica foram identificados cdvirakia frigida e ambos séo provenientes
da amostra A4 (Punta Ullman). O fungo filamento#e1€615IIl identificado como
Pseudogymnoascus sp. e foi isolado do sedimento marinho em Punbaad (20,3 m de
profundidade; 0,5 °C) apresentou o maior valortilédade de protease (6,21 U.fL

Para as proteases, os fungos filamentosos apresentasultados de atividade
enzimatica mais expressivos do que as leveduraxoGios 24 isolados do género
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Pseudogymnoascus e um isolado dentre os 24 isolados do géRenacillium (P. solitum)
apresentaram atividade proteolitica mensuravels Bos cinco isolados sao provenientes
da amostra A5 (Refagio 2 — Sedimento), um da amo&# (Punta Ullman), um da
amostra A3 (EACF) e um da amostra A2 (Botany PoMésse caso, todos os isolados
foram provenientes dos sedimentos marinhos colstado profundidade, nenhum dos
isolados proteoliticos foi obtido a partir da ama#6 (Refugio 2 - entre marés).

Tabela 9. Atividade proteolitica das leveduras e fungos féatosos apds cultivo por

sete dias a 15°C e 150 rpm.

Leveduras Identificacdo  U.mL* Fungos Identificacéo U.mL*
Filamentosos
6A-1C215I R. muscorum 0,49 4A-1C615ll Pseudogymnoascus sp. 6,21
4B-1C415ll M. frigida 0,38 5A-1C715lll Pseudogymnoascus sp. 5,53
4B-1C515I M. frigida 0,08 2B-1C115l1l Pseudogymnoascus sp. 5,43
5A-1C315lll Pseudogymnoascus sp. 5,22
3A-1C215111IB Pseudogymnoascus sp. 2,51
3A-1C215IIIIA P. solitum 2,42

5.3.2. Discusséo

Os dados derivados das andlises de producdo dsedipa proteases em meio
liguido e sdlido revelaram que as leveduras foraais rexpressivas para a producao de
lipases do que os fungos filamentosos. Dentre \asllgas que apresentaram atividade
mensuravel de lipases, a maioria (56,25%) foi pnerde da amostra A6 (Refugio 2 -
entre marés). Esses resultados podem ser justiigagelo fato dessa amostra ser de uma
regido entre marés, ou seja, de transicdo entrarceno continente, onde pode ocorrer
maior acumulo de oleos e gorduras (de origem ahionaimesmo de poluicdo que possa
ser trazida por correntes maritimas (petréleoddiside motor de barcos, entre outros).

Uma grande quantidade de leveduras (41,1%) apmeseesultado positivo para

producdo de lipases no teste em meio solido (imagealitativa), entretanto, poucos
isolados foram capazes de produzir a enzima em tpi@mo. Essa questdo ndo esta
muito bem esclarecida na literatura consultadas péo ocorre o aprofundamento das
razbes que possam ter levado a esse fato. Umaebépét ser levada em consideragéo
seria a disponibilidade do azeite de oliva (ind@donte de carbono). No meio sélido o
azeite fica imobilizado pela estrutura formada seadificacdo do agar, isso faz com
que sua disponibilidade para o micro-organismo sejer. Ja no meio liquido, ocorre a
separacdo entre o0 meio aquoso e 0 azeite de almasando a diminuicdo da

disponibilidade, visto que a area superficial deitazsera apenas na interface agua/dleo
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na superficie do meio. Além disso, o0 azeite tenfigraar grumos e se acumular em uma
pequena regido. Tais fatores podem explicar, megue parcialmente, a diferenca
observada entre os isolados positivos na triagemlitgiva (meio soélido) e na
quantitativa (meio liquido). Em adic&o, outros fagopodem ter contribuido para essa
discrepancia, tais como disponibilidade de oxigéfisiologia do micro-organismaeg.
estrutura de hifas) no meio sélido e no meio liquid

A producdo de lipases por leveduras da Antarticdepeentes aos género
Cryptococcus e Leucosporidium (0,1 a 0,23 U.mt) foi reportada por Duarte (2014). No
presente trabalho, isolados do gén@ryptococcus demonstraram atividade lipolitica
atingindo valor maximo de 0,86 U.filna fase de quantificacdo. A levedura 6A-1C2II
identificada comadM. australis apresentou o melhor resultado de producéo deeliphs
australis pertence ao Filo Ascomycota, em geral a maiorgldaeduras que possuem
capacidade de degradar lipideos pertencem a edse d@m destague para 0s
representantes dos génef@andida, Yarrowia e Saccharomyces (VAKHLU & KOUR,
2006). Em seu trabalho com isolamento de levedideaambiente antartico Vaeh al.
(2013) relata que dois isolados K australis mostraram atividade lipolitica, mas foi
realizado apenasgreening inicial (ndo foi feita quantificacao). Outros iadbs do género
também demonstraram atividade lipolitica, tais coliocontinentalis e Metschnikowia
hibisci, ambas foram recuperadas de amostras de plantasamiasém so foi realizado
screening inicial (LACHANCE, 1995).

Quanto a producdo de proteases, os fungos filas@ntoram mais expressivos
do que as leveduras, sendo todos os isolados geseaparam atividade mensuravel de
proteases provenientes das amostras de sedimdatadas em profundidade (A2, A3,
A4 e A5), nenhum isolado proteolitico foi obtidpartir da amostra A6, como observado
para a producao de lipases.

O fungo filamentoso 4A-1C615lll identificado conf@seudogymnoascus sp.
apresentou o maior valor de atividade desta enZntapacidade de fungos filamentosos
do génerdPseudogymnoascus de producdo de proteases tém sido reportado eratlita.
Porém, a maioria faz mencao apenas a triagem esargialitativa sem dados de
quantificacdo da atividade proteolitica (CHATURVE@&Ial., 2010; EDGINGTON et
al., 2014;KRISHNAN et al., 2011; SANTOSt al., 2015).

Estudos prévios realizados por pesquisadoresaba@dores do nosso grupo de
pesquisa tém demonstrado o potencial de levedufasges filamentosos da Antartica

para a producéo de proteases. O fungo filamenteeasyces pannorum S2B isolado de
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amostra de invertebrado marinho da Antartica apteseproducéo de protease no valor
de 53,25 U.mL* (SANTOS et al., 2015), enquanto o fungdcremonium sp. L1-4B
isolado de amostra de liquen, foi capaz de prodemirtorno de 450,00 U.miLde
protease quando cultivado em residuo agroindustrialpds otimizacdo do processo
utilizando o método de superficie de resposta (NWHEDITO et al., 2015). No presente
trabalho a definicdo de atividade enzimética legouconsideracdo a mudanca de 0,01
no valor da absorbancia registrada pelo especmoftro, outros trabalhos levam em
consideracdo a mudanca de 0,001 no valor de ab®isbd\s diferentes definicdes de
atividade enzimatica bem como a utilizagdo de nuodspecificos dificultam as
comparagdes dos resultados entre trabalhos deemlidésr autores. Assim, para a
realizacdo da comparacdo dos valores obtidos neeme trabalho com os valores
obtidos em outros estudos que consideram a vari@Edn001, é necessario aplicar um
fator de multiplicagdo de 10 vezes nos resultaduglas para o fungo 4A-1C615IlI
identificado comdPseudogymnoascus sp.

Com base nos resultados obtidos a levediraustralis 6A-1C21l e o fungo
filamentosoPseudogymnoascus sp. 4A-1C615l11l foram selecionados e submetidas ao
experimentos de avaliagdo de diferentes fatoreproducdo de lipase e protease,

respectivamente.

5.4. Parte 4 Avaliacdo da influéncia de diferentes fatores narpducéo de lipase e
protease pelos isolados selecionados
5.4.1. Resultados

O planejamento experimental foi aplicado aos mekhasolados produtores de
lipase M. australis 6A-1C2Il) e proteasePseudogymnoascus sp. 4A-1C615IIl) visando
avaliar os efeitos de diferentes variaveis na pgadienzimatica, bem como otimizar o
processo de producéo das enzimas estudadas.

A primeira etapa do planejamento consistiu em g®lac duas importantes
variaveis: temperatura e agitacdo. Os resultadesnddhores temperaturas e agitacéao
para a producdo de lipase e protease pelos furdesianados estdo apresentadas nas

Figuras 16, 17, 18 e 19 respectivamente.
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Figura 16. Atividade de lipase d®l. australis 6A-1C21l1 em diferentes temperaturas de
cultivo, utilizando agitacdo de 150 rpm como comi&ta
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Figura 17. Atividade de lipase d®l. australis 6A-1C21l em diferentes agitacdes a 20°C.
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Figura 18. Atividade de protease dseudogymnoascus sp. 4A-1C615l111 em diferentes

temperaturas de cultivo, utilizando agitacao derp®® como constante.
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Figura 19. Atividade de protease deseudogymnoascus sp. 4A-1C615l1l em diferentes
agitacoes a 20°C.
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Os resultados demonstraram que para ambos osasadesdmelhores atividades
enziméticas foram obtidas a 20 °C e em rotacao5@erfim. Estas condigBes foram
utilizadas nos estudos subsequentes para otimizEcAmducao enzimatica.

Os resultados do primeiro planejamento experimesiatipo Plackett-Burman
(PB) para a producéo de lipase pela leveduraustralis 6A-1C2II revelou que o melhor
resultado (1,05 U.mit) foi obtido nas condicdes de cultivo do ensaid&bgla 10).

Tabela 10.Resultados do primeiro PB para a producao dedipasM. australis 6A-
1C2Il apos sete dias de cultivo a 20°C e 150 rpm.

Ensaio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 189 20
'?Bv:gﬁq)e 014 0 038 028 0 091 068 O 105 063 028 090828 03 0 O O o0 O

A analise dos resultados (Tabela 11) pelo softW&FATISTICA 7.0 (STAT
SOFT, INC. 1995) indicou que nenhuma variavel fetaBisticamente significativa
(p<0,1) para a producéo da enzima. As variaveit®gdi e salinidade (ASW) ndo estavam
presentes no ensaio 9, e desta forma, a glicogerfmvida do préximo planejamento. A
salinidade (ASW) foi mantida para que sua influérewbre a atividade lipolitica fosse
melhor avaliada no planejamento experimental sulesdg. O glicerol e o pH
apresentaram efeito negativo na producdo da en&nteetanto, no ensaio 9 o glicerol
estava presente no em sua maior concentracao (2/pHeestabelecido foi o de valor
6,0. Todos os outros fatores apresentaram efeitd gesitivo. As concentracdes/valores

das variaveis do ensaio 9, juntamente com a anatles resultados dos efeitos das
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variaveis serviram de base para a estruturacdoedondo experimento do desenho

experimental.

Tabela 11 Efeitos das variaveis independentes utilizada®Btb6 para a producédo de
lipase poMM. australis 6A-1C2II (sete dias de cultivo a 20°C e 150 rpm).

Peptona Azeite de Oliva Glicose Tween 80 In6culo BExevedura NaNO; Ureia Glicerol ASW  pH

Efeito 0,10 0,74 0,10 0,82 0,09 0,92 0,64 0,41-0,28* 0,23 -0,22*
p 0,90 0,38 0,90 0,33 0,91 0,28 0,44 0,62 0,73 0,78,79 0

*variaveis com efeito negativo

Os resultados do segundo PB estdo apresentadosabelaTl2. O melhor
resultado foi obtido nas condicdes de cultivo desém11 (1,20 U.mtL).
Tabela 12.Resultados do segundo PB para a producdo de Igmadd. australis 6A-
1C2Il apos sete dias de cultivo a 20°C e 150 rpm.

Ensaio

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 189 20

Atividade
(U.mL™

036 0,2 017 O O74 O O O71 041 101 12 105 @77 004 O 031 03 035 0,29

As andlises estatisticas do segundo PB, indicanaenag variaveis salinidade,
ureia e Tween 80 apresentaram efeito positivo atisstamente significativo (p<0,1)
para a producdo da enzima. Peptona, azeite deeohiteato de sodio apresentaram efeito
negativo Tabela 13. A peptona e o azeite de obtivani removidos para a realizacdo do
terceiro planejamento e o nitrato de sodio foi nadanpara que sua influéncia fosse
melhor avaliada. A salinidade foi fixada em 100%irascomo a quantidade de inoculo
(DO 0,8).

Tabela 13. Efeitos das variaveis independentes utilizadassegundo PB16 para a

producao de lipase pM. australis 6A-1C2Il (sete dias de cultivo a 20°C e 150 rpm).

Azeite de Tween Quantidade Ext.

Peptona Oliva 80 inéculo Levedura

NaNO; Ureia Glicerol ASW pH

Efeito
p

-0,11* -0,20* 0,32 0,03 0,14 -0,01* 0,21 0,10 0,60 0,09
0,37 0,11** 0,02** 0,81 0,26 0,93 0,10* 0,40 0,00 0,47

*variaveis com efeito negativo **variaveis estatisthente significativas

O resultado do terceiro planejamento do tipo Pladkerman foi negativo para a
producdo de lipase e para o desenvolvimento dadleae Desta forma, um novo

planejamento PB foi realizado.
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Os resultados do quarto PB estédo apresentadoshetaTt. Neste planejamento
nenhuma das condi¢cdes de cultivo apresentou vatteelpase maiores do que 1,20
U.mL?, o qual foi obtido no ensaio 9 do segundo planejamaxperimental. As
variaveis peptona, extrato de levedura e pH naerdm influencia estatisticamente
significativa, mas apresentaram efeito geral pasitD NaCOs; e o glicerol apresentaram
efeito geral negativo, apesar de nao terem sigmifia estatistica pelo p valor. As
variaveis inoculo, azeite de oliva, salinidade (AS®/Tween 80 apresentaram efeito

positivo na atividade enzimatica e todas foramtisstzamente significativas (Tabela 15).

Tabela 14.Resultados do quarto PB para a producéo de |jp@dd. australis 6A-1C2lI

apos sete dias de cultivo a 20°C e 150 rpm.

Ensaio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

2

Atividade

0,(

UmLly ©07 043 015 01 005 005 013 003 08 00091011 012 00l 004 004 007 005 002
Tabela 15. Efeitos das varidveis independentes utilizadasqonarto PB16 para a
producao de lipasil. australis 6A-1C2Il (sete dias de cultivo a 20°C e 150 rpm).

Peptona Ext Na,CO; Inéculo KH2PO4 Azel_te de Glicerol Tween 80 ASW pH
Levedura Oliva

Efeito 0,03 0,05 -0,03 0,18 -0,26* 0,26 -0,07 0,17 0,25 0,10

p 0,82 0,64 0,82 0,13  0,05* 0,05%* 0,52 0,16 0,05~ 0,38

*varidveis com efeito negativo **variaveis estatiathente significativas

Com relacdo a producao de protease pelo fungodiémsosPseudogymnoascus
sp. 4A-1C615Ill, os resultados do primeiro planegnto experimental do tipo Plackett-
Burman revelaram que as condi¢Ges de cultivo daieri foram as melhores para a

producado da enzima (Tabela 16).

Tabela 16. Resultados do primeiro PB para a producédo de ametepor
Pseudogymnoascus sp. 4A-1C615l1l apds sete dias de cultivo a 20450 rpm.

Ensaio 1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 13 14 15 16 17 18 19 2021 22 23 24

Atividade

u.mL?Y 0 5,01 9,21 20,36 14,67 14,7 854 15390 3815 0 O O O 5820 O 23331418 0 0 0 0O O

As analises dos efeitos das variaveis na produg@mzima estdo apresentadas na
Tabela 17. As variaveis nimero de cilindro de itdcamido, skim milk e NaN©

tiveram influencia geral negativa e todas as owasveis foram positivas. Como o
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nitrato de sddio teve uma influéncia negativa rapcdo de protease, a ureia foi testada

como fonte alternativa de nitrogénio.

Tabela 17 Efeitos das variaveis independentes utilizada®B20 para a producéo de

protease (sete dias de cultivo a 20°C e 150 rprpyin@eiro planejamento experimental.

Ext. Skim Farinha Farinha

p . N .
Peptona Caseina Glicose Malte Cilindro  Levedura Amido Milk Pena ArToz NaNO; ASW pH
Efeito 7,02 1,14 4,23 2,94 -0,59* 2,42 -0,48*  -3,98* 1,17 0,48 -6,19* 3,27 2,97
p 0,23 0,84 0,46 0,60 0,92 0,67 0,93 0,49 0,84 093 ,290 0,57 0,60

*variaveis com efeito negativo

No segundo PB, os melhores resultados de atividadgrotease foram obtidos
nas condi¢cdes dos ensaios 13 e 14 (Tabela 18)mpfmeém inferiores ao obtido no

ensaio 10 do primeiro PB.

Tabela 18. Resultados do segundo PB para a producdo de geotgmr
Pseudogymnoascus sp. 4A-1C615l1l apos sete dias de cultivo a 20450 rpm.

Ensaio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 1819 20

Atividade

1, 1394 508 183 4,55 1042 621 928 0 1,14 10,87 139 2936 3227 0 1341 4,7 534 553 5,
(U.mL™)

As analises estatisticas do segundo PB estdo atadas na Tabela 19. As
variaveis peptona, malte e farinha de pena apmesent efeito geral negativo. As
variaveis namero de cilindro de in6culo e ureieetam efeito negativo na atividade
enzimatica e também foram estatisticamente sigifis (p<0,2). As demais variaveis
apresentaram efeito geral positivo. As maioreddgtes enzimaticas foram obtidas nas
condicées de cultivo do ensaio 14 (32,27 Uné 13 (29,36 U.mt). Esses dois ensaios
foram repetidos (em triplicata) visando confirmadas atividades enzimaticas. O fungo
qguando cultivado nas condi¢cbes do ensaio 14 apgmesemedia da atividade enzimatica
(14,35 U.mLY) inferior & obtida no PB. Para o ensaio 13 a médiatividade enzimatica
(26,75 U.mLY) foi préxima & obtida no PB. Com base nessesteztad um terceiro PB
foi estruturado (PB12), variando-se a concentraigiglicose, quantidade de indculo e
extrato de levedura. A farinha de pena e a urai@nfomantidas para avaliar melhor a
influéncia desses fatores com a atividade enziamaficconcentracdo de peptona, malte e
salinidade foram fixadas, assim como o valor de&sgH

Os resultados da atividade de protease obtidosroeito PB foram inferiores aos

obtidos nos outros PB (Tabela 20). De acordo coanakses estatisticas (Tabela 21). As
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variaveis glicose e farinha de pena apresentaraitoepositivo e estatisticamente
significativo (p<0,2). A ureia teve influéncia néiga e também estatisticamente
significativa. Numero de cilindros de inoculo e @ demonstraram efeito geral

negativo.

Tabela 19 Efeitos das variaveis independentes utilizada®Btb6 para a producédo de
protease (sete dias de cultivo a 20°C e 150 rpmsgondo planejamento experimental.

Peptona Glicose Malte N°Cilindro Ext. Levedura Farinha Pena Farinha Arroz  Ureia

Efeito  -5,25* 1,09 -0,50* -9,65* 2,47 -0,32* 0,41 -6,19*

p 0,26 0,81 0,91 0,05 0,59 0,94 0,93 0,19+
*varidveis com efeito negativo varidveis estatisticamente significantes (p < 0,2)

Tabela 20. Resultados do terceiro PB para a producédo de gm®tepor
Pseudogymnoascus sp. 4A-1C615l1l apos sete dias de cultivo a 20450 rpm.

Ensaio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Atividade

1, 88 12,03 3 9,14 884 6,03 7,27 6,77 852 571 5839 853 8,62 8,72 6,63
(U.mL™)

Tabela 21.Efeitos das variaveis independentes utilizada®Bb6 para a producdo de
protease (sete dias de cultivo a 20°C e 150 rpntgneeiro planejamento experimental.

Glicose N° Cilindro Ext. levedura Farinha Pena Ureia

Efeito 2,34 -0,30* -0,84* 3,02 -1,55*

p 0,01** 0,66 0,24 0,00** 0,04**
*variaveis com efeito negativé variaveis estatisticamente significantes (p < 0,2)

Apés a realizacdo dos planejamentos experimemaia a maximizacdo da
producao de lipase e protease pelos fungos sesslnsnos ensaios que apresentaram 0s
melhores resultados de atividade enzimatica forabmstidos aos experimentos de
validacdo. Esses experimentos foram conduzidosnddsaconfirmar a atividade
enzimatica reproduzindo os ensaios em triplicasadiar o peso seco durante o periodo
de 11 dias de cultivo.

Para a enzima lipase os ensaios submetidos a gétidfaram o 11 e o 12 do
segundo planejamento experimental. Os resultadés epresentados nas Figuras 20 e
21, respectivamente. Os graficos de barra indicaatividade ao longo do tempo e o
gréfico de dispersao a evolucédo da biomassa.

A maior atividade enzimética obtida nos experimgmte validacdo do ensaio 11
(0,48 U.mL?) foi inferior do que a obtida durante o planejatneexperimental (1,20
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U.mL™Y). Entretanto, para o ensaio 12 os valores foramilasies, sendo 0,99 U.miL
durante a validacdo e 1,05 U.thturante o planejamento, validando esta condicéo de
cultivo. Para ambos o0s ensaios as maiores atiwdedeimaticas foram obtidas no 11°
dia de cultivo, quando a curva de crescimento raastna tendéncia em aumentar. O
comportamento das curvas de crescimento foram edifes da curva tedrica nao
apresentando fase de lag, log, estacionaria end®atiorte celular definidas.

Para a validacdo da producdo de protease pelo fufigonentoso
Pseudogymnoascus sp. 4A-1C615l11l foram reproduzidas as condi¢descdltivo dos
ensaios 3 e 13 do segundo planejamento experim@ugalesultados estdo apresentados
nas Figuras 22 e 23, respectivamente.

As atividades proteoliticas obtidas nos ensaio 18 doram proximas (10,14 e
11,47 U.mL', respectivamente), entretanto, inferiores as abtidos planejamentos
experimentais (18,30 e 29,36 respectivamente). Avacwlo crescimento do micro-
organismos nas condi¢des de cultivo do ensaio &saptou as etapas do crescimento
definidas até o declinio que ocorreu no 9° diatajumente com o pico da atividade

proteolitica, e comecou a aumentar novamente.

Figura 20. Média das atividades enzimaticas de lipase (baeedes) e biomassa seca
(pontos vermelhos) da leveduvh australis 6A-1C2II cultivada nas condi¢cbes do ensaio
11 do segundo PB (150 rpm; 20 °C).
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Figura 21. Média das atividades enziméticas de lipase (bamedes) e biomassa seca
(pontos vermelhos) da leveduvh australis 6A-1C2II cultivada nas condi¢cdes do ensaio
12 do segundo PB (150 rpm; 20 °C).
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Figura 22. Média das atividades enzimaticas de protelsarés verdesg biomassa seca
(pontos vermelhosjo fungo filamentosd@seudogymnoascus sp. 4A-1C615l1l cultivado nas
condicBes do ensaio 3 do segundo PB (150 rpm; R0 °C
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Figura 23. Média das atividades enzimaticas de prote&saréds verdesg biomassa seca
(pontos vermelhosjo fungo filamentosd’seudogymnoascus sp. 4A-1C615Ill cultivado nas
condicBes do ensaio 13 do segundo PB (150 rpnCRO0 °
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5.4.2 Discusséao

O meétodo Plackett-Burnman (PLACKETT & BURMAN, 194&) aplicado no
presente trabalho com o intuito de avaliar quaipasiveis variaveis presentes no meio
gue influenciariam no aumento da atividade lipcditie proteolitica dos micro-
organismos selecionados.

ApoOs a conducédo de quatro planejamentos experimeattatipo PB, a producao
de lipase pela levedumd. australis 6A-1C2Il aumentou 1,36 vezes quando comparada
com a producdo inicial obtida na triagem quantitat{0,88 U.mL[Y). Entretanto, nos
experimentos de validagdo o melhor resultado dadatie enzimética foi inferior ao
obtido no PB (0,99 U.mt). A avaliacdo da influéncia de diferentes varidvea
producdo de lipase pela leveduva australis 6A-1C2Il ndo resultou em aumento
expressivo da producdo dessa enzima, indicandonques estudos utilizando outras
condicdes de cultivo, incluindo fontes de carbomitr®génio, devem ser conduzidos.

Apos avaliacdo do efeito das diferentes variaveibzadas no processo de
producao de lipase pela leveda australis 6A-1C2Il algumas consideracdes devem
ser apresentadas: i) A concentracdo de peptona lpwde a producdo de proteases
durante o processo, 0 que nesse caso pode prejadmgdo das lipases, visto que as
proteases liberadas no meio de cultivo podem cliegides polipeptidicas das lipases,

fazendo assim com que haja decréscimo da ativitipdética (GORDILLO et al.,
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1995); ii) E provavel que a elevada concentracagliderol e Tween 80 tenham causado
inibicdo/morte celular no PB3, ndo permitindo qudewedura se desenvolvesse e
produzisse lipase. O pouco crescimento do micrarosgno foi constatado através da
observacdo do meio de cultura, pois 0 mesmo maseVienpido durante o periodo de
sete dias e ndo houve formacagdéet no fundo do tubale cultivoapos a centrifugagéo
dos meios para obtencdo do caldo bruto. O Tweemped® sua propria estrutura €
considerado um indutor para lipases, além dissomeé surfactante, aumentando a
superficie de contato com o Oleo, podendo facititaprocesso de contato da enzima com
0 substrato (BISHEt al., 2013). O glicerol também é utilizado como indutogs tanto
ele como o Tween pode apresentar efeitos citotéx{@IANCHI et al., 2011; do
SANTOSet al., 2006; GRIPPAet al., 2010).

S&8o0 poucos os estudos reportados em literaturae sabrquantificacdo e
maximizagdo da producdo de lipases em micro-orgensisprovenientes da Antartica.
Duarte (2014) reportou a producdo de lipase pedasduras de ambiente antartico
Cryptococcus laurentii L59 e Leucosporidium scotti utilizando planejamento
experimental. Os resultados obtidos (0,88 farsaurentii L59 e 2,07 U.mL* para L.
scotti) foram proximos aos valores encontrados msente trabalho. A producdo de
lipase pela levedur&. laurentii L59 foi influenciada negativamente pela salinidaake,
diferentes concentraces de NacCl utilizadas port®ya014) atuaram como um inibidor
na producédo de lipase e a utilizacdo de ASW fez qgom houvesse decréscimo na
atividade lipolitica, mesmo sendo a levedura dgeoni marinha. No presente trabalho, a
salinidade apresentou efeito geral positivo, sendosegundo e terceiro PB além de
positivo, estatisticamente significativo. Esse Itaslo pode ser considerado importante
do ponto de vista ambiental e para o tratamenteesigluos industriais ou despejos de
derivados de petroleo e outras fontes de cargaicayaos oceanos e mares.

Com relacdo a producado de proteases pelo fungodiitosoPseudogymnoascus
sp. 4A-1C615lll, apos a aplicacdo de trés planefdos do tipo PB, foi observado
aumento de cerca de 6 vezes na atividade enzingi@ado comparado com o valor
inicial obtido na triagem quantitativa (6,21 U.i)L Os ensaios 3 e 13 do segundo PB
foram submetidos a validacéo, e os resultadosaratic diminuicdo de cerca de 50% nas
atividades enzimaticas quando comparadas com aashto PB. Assim como para 0s
estudos referentes a producdo de lipase, a falteegi®dutibilidade nas atividades
enzimaticas devem ter ocorrido devido a diferengas in6culos dos experimentos.

Apesar das quantidades de indculo terem sido paaaas, o pré-indculo, do qual o
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inoculo foi estabelecido poderia estar com viahiiel celular diferenciada. Os estudos
com sistemas biologicos estdo sujeitos a essedipeesposta, as quais muitas vezes
fogem no controle do condutor dos ensaios. Destadpodestacamos a importancia dos
experimentos de validacdo quando ensaios que fagermdo planejamento experimental

s&o conduzidos.

Apés a avaliagcdo dos efeitos das diferentes vasiawe processo de producao de
protease pelo fungB@seudogymnoascus sp. 4A-1C615lll, destacamos: i) A concentracao
e a fonte de nitrogénio sdo de grande importanaia p sintese de proteases, as fontes
inorganicas de nitrogénio como, por exemplo,sN83; e NaNQ podem prejudicar a
producdo da enzima, pois a absorcdo do N dispodivedalizada de maneira mais
simples, ndo sendo necessario a utilizacdo da meptisto que o N organico necessita
de maior consumo energético para ser clivado, mezlmacdo de proteases, e absorvido
pela célula (ELIBOL & OZER2000; ELIBOL & OZER, 2001; TSUJISAKAt al.,
1973); ii) A farinha de pena apresentou comportdmediferenciado nos trés
planejamentos, sendo no geral efeito positivo. Anfe de pena € considerada um
residuo de baixo valor pela industria avicola e gpande disponibilidade no Brasil,
contendo em sua composicdo cerca de 80% de pratddesta forma, esse substrato
pode ser considerado eficiente para a produgdo dmtegse pelo fungo
Pseudogymnoascus sp. 4A-1C615II1.

Assim como para as lipases, os estudos com quagéid da atividade proteolitica
por micro-organismos da Antértica e realizacaordmies para melhoria da atividade séo
escassos na literatura. No estudo de Nascimetnéb (2015) realizado com o fungo
Acremonium sp. L1-4B (isolado de amostra de liquen provepiet Antartica) a
producdo de proteases foi avaliada utilizando pdamento experimental. Varios
parametros para melhoria da atividade foram utlb®a (sendo os principais: pH;
temperatura e concentracéo de extrato de levedugag permitiu a producdo de 447.65
U.mL! a 14 °C. No estudo Nascimeneb al. (2015) foi possivel aplicar o modelo
matematico experimental, cujo valor previsto (48518.mL-1) estava muito proximo ao
obtido nos ensaios experimentais. Em um outro estedoroducéo de protease realizado
por Chaucdkt al. (2016) a levedurdrhodotorula mucilaginosa L7 isolada de alga marinha
da Antartica apresentou atividade enzimética enprbasal de 33,36 U.mil Apds a
conducao do planejamento experimental, foi possitietjir o valor de 48,55 U.mL(10
°C e 150 rpm).
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6. CONCLUSOES

Os métodos utilizados para o isolamento de fungms @dnco amostras de
sedimentos marinhos da Antartica foram aplicados sacesso e permitiram a
obtencdo de 60 fungos filamentosos e 166 levedukasestratégia de

enriguecimento favoreceu o isolamento de leveduras.

O sequenciamento e analise filogenética permitirdemtificar oito géneros e
guatro espécies de fungos filamentosos e nove ggret3 espécies de leveduras,
ampliando o conhecimento sobre a diversidade dgofiie leveduras que habitam
0 ecossistema marinho da Antartica. A levedura mi® da Antartica
Metschnikowia australis foi a mais abundante e encontrada em todas adrasi0s
de sedimentos marinhos. Alguns dos géneros de sufigonentosos obtidos e
identificados no presente trabalhboXicocladosporium, Pseudocercosporela e
Paraconiothyrium) nédo haviam sido ainda reportados em literaturanoco
provenientes da Antartica, sendo este o primelaiaala presenca dos mesmos

em amostras da Antartica.

Os dados derivados das analises de diversidaddar@ve que as amostras
apresentam riquezas semelhantes e que cada uma posyosicdo Unica. A
amostra A2 coletada no Botany Point foi a mais rdiaeenquanto que a amostra
A5 coletada no Reflgio 2 apresentou a maior Aguke espécies. Em adicéo, as
amostras coletadas na mesma regido geograficagiBe&fuapresentaram o maior
compartilhamento de espécies.

A prospeccao das enzimas revelou atividade maisesgipa de lipases para a
leveduras e de proteases para os fungos filamentDsotre os isolados positivos
para a producdo das enzimas, a leveddraaustralis 6A-1C2Il e o fungo
filamentoso Pseudogymnoascus sp. 4A-1C615l111 foram selecionados como 0s
melhores produtores de lipase e protease, respettive.

O planejamento experimental demonstrou ser umarf@nta eficiente para
avaliacdo da influéncia de diferentes fatores nadatde lipolitica e proteolitica.
Entretanto, o aumento da atividade lipoliticaMleaustralis 6A-1C2Il né&o foi
expressivo (aproximadamente 20%), passou de 0,88 Upara 1,05 U.mt
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(atividade maxima confirmada durante a validacRaya a atividade proteolitica
de Pseudogymnoascus sp. 4A-1C615IIl o aumento foi de cerca de 85%spasie

6,21 U.mL*para 11,47 U.mt (atividade maxima atingida na etapa de validac&o).

* Levando em conta que o ambiente antartico é pmp@ici desenvolvimento de
micro-organismos extremofilos, os fungos isolagoeservados e identificados
no presente trabalho podem ser considerados come pmtenciais de recursos
biotecnoldgicos. Esses isolados estdo sendo mantida colecdo de pesquisa
associada a Central de Recursos Microbianos da BNERM-UNESP) e
poderdo ser utilizados em estudos futuros que aboranecanismos de
sobrevivéncia em temperaturas baixas e ambientgstrdfficos, producéo de
novos compostos naturais para aplicacdo biotecimaloglesenvolvimento de
novos processos fermentativos que utilizam menantigade de energia, entre

outros.
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ANEXO | — Variaveis independentes do primeiro PB pea otimizacdo de lipase e
seus respectivos valores

Planejamento Experimental para Lipase (PB1)

-1 0 1
1 Peptona 0 0,10% 0,20%
2 Azeite de Oliva 0 1,00% 2,00%
3 Glicose 0 0,20% 0,40%
4 Tween 80 0 1,00% 2,00%
5 Inéculo 0,6 0,7 0,8
6 Ext. Levedura 0 0,20% 0,40%
7 Nitrato de Sdodio 0 0,10% 0,20%
8 Ureia 0 0,10% 0,20%
9 Glicerol 0 1,00% 2,00%
10 ASW 0 50,00% 100,00%
11 pH 6 7 8
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ANEXO II - Matriz do primeiro planejamento Plackett-Burman com 16 ensaios e quatro pontos centrais utilizadaam avaliar o efeito das
variaveis na producao de lipase (7 dias, incubac&@o20 °C e 150 rpm).

Peptona Azeite de Oliva Glicose Tween 80 Inoculo Extrato de Levedura Nitrato de Sédio Ureia Glicerol ASW pH

1 0,20% 0 0 0 0,8 0 0 0,20% 2% 0o 8
2 0,20% 2% 0 0 0,6 0,40% 0 0 2%  100%
3 0,20% 2% 0,40% 0 0,6 0 0,20% 0 0 10098
4 0,20% 2% 0,40% 2% 0,6 0 0 0,20% 0 0o 8
5 0 2% 0,40% 2% 0,8 0 0 0 2% 0o 6
6 0,20% 0 0,40% 2% 0,8 0,40% 0 0 0  100%
7 0 2% 0 2% 0,8 0,40% 0,20% 0 0 0o 8
8 0,20% 0 0,40% 0 0,8 0,40% 0,20% 0,20% 0 0 6
9 0,20% 2% 0 2% 0,6 0,40% 0,20% 0,20% 2% 0o 6
10 0 2% 0,40% 0 0,8 0 0,20% 0,20% 2%  100% 6
1 0 0 0,40% 2% 0,6 0,40% 0 0,20% 2%  100% 8
12 0,20% 0 0 2% 0,8 0 0,20% 0 2% 10098
13 0 2% 0 0 0,8 0,40% 0 020% 0  100% 8
14 0 0 0,40% 0 0,6 0,40% 0,20% 0 2% 0o 8
15 0 0 0 2% 0,6 0 0,20% 020% 0  100% 6
16 0 0 0 0 0,6 0 0 0 0 0 6
17 0,10% 1% 0,20% 1% 0,7 0,20% 0,10% 0,10%1%  50% 7
18 0,10% 1% 0,20% 1% 0,7 0,20% 0,10% 0,10%1%  50% 7
19 0,10% 1% 020% 1% 0,7 0,20% 0,10% 0,10%1%  50% 7
20 0,10% 1% 020% 1% 0,7 0,20% 0,10% 0,10%1%  50% 7




ANEXO III - Variaveis independentes do segundo PB gra otimizacdo de lipase e seus
respectivos valores

Planejamento Experimental para Lipase (PB2)

-1 0 1
1 Peptona 0,10% 0,20% 0,30%
2 Azeite de Oliva 1% 2% 3%
3 Tween 80 1% 2% 3%
4 In6culo 0,6 0,7 0,8
5 Ext. Levedura 0,2% 0,4% 0,6%
6 Nitrato de Sdédio 0,1% 0,2% 0,3%
7 Ureia 0,1% 0,2% 0,3%
8 Glicerol 0 1% 2%
9 ASW 0 50% 100%
10 pH 6 7 8
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ANEXO IV - Matriz do segundo planejamentoPlackett-Burman com 16 ensaios e quatro pontos centrais utilizadaa avaliar o efeito das
varidveis na producéo de lipase (7 dias, incubac&@o20 °C e 150 rpm).

Peptona Azeite de Oliva Tween 80 Inoculo Extrato de Levedura Nitrato de S6dio Uréia Glicerol ASW pH

1 0,30% 1,00% 1,00% 0,6 0,60% 0,10% 0,109%2,0%  100% 6
2 0,30% 3,00% 1,00% 0,6 0,20% 0,30% 0,10% O 100% 8
3 0,30% 3,00% 3,00% 0,6 0,20% 0,10% 0,30% O 0% 8
4  0,30% 3,00% 3,00% 0,8 0,20% 0,10% 0,1092,0% 0% 6
5 0,10% 3,00% 3,00% 0,8 0,60% 0,10% 0,10% O 100% 6
6 0,30% 1,00% 3,00% 0,8 0,60% 0,30% 0,10% O 0% 8
7 0,10% 3,00% 1,00% 0,8 0,60% 0,30% 0,30% O 0% 6
8 0,30% 1,00% 3,00% 0,6 0,60% 0,30% 0,30922,0% 0% 6
9 0,30% 3,00% 1,00% 0,8 0,20% 0,30% 0,309%2,0%  100% 6
10 0,10% 3,00% 3,00% 0,6 0,60% 0,10% 0,309%2,0% 100% 8
11 0,10% 1,00% 3,00% 0,8 0,20% 0,30% 0,1092,0% 100% 8
12 0,30% 1,00% 1,00% 0,8 0,60% 0,10% 0,30% O 100% 8
13 0,10% 3,00% 1,00% 0,6 0,60% 0,30% 0,1092,0% 0% 8
14 0,10% 1,00% 3,00% 0,6 0,20% 0,30% 0,30% O 100% 6
15 0,10% 1,00% 1,00% 0,8 0,20% 0,10% 0,3092,0% 0% 8
16 0,10% 1,00% 1,00% 0,6 0,20% 0,10% 0,10% O 0% 6
17 0,20% 2,00% 2,00% 0,7 0,40% 0,20% 0,20%,00% 50% 7
18 0,20% 2,00% 2,00% 0,7 0,40% 0,20% 0,20%,00% 50% 7
19 0,20% 2,00% 2,00% 0,7 0,40% 0,20% 0,20%,00% 50% 7
20 0,20% 2,00% 2,00% 0,7 0,40% 0,20% 0,20%,00% 50% 7




ANEXO V - Variaveis independentes do terceiro PB pa otimizacdo de lipase e seus
respectivos valores

Planejamento Experimental para Lipase (PB3)

-1 0 1
1 Tween 80 3% 4% 5%
2 Nitrato de Sddio 0 0,15% 0,3%
3 Ureia 0,3% 0,5% 0,7%
4 Glicerol 0 2% 4%
5 pH 6,00 7,00 8,00
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ANEXO VI - Matriz do terceiro planejamento Plackett-Burman com 12 ensaios e quatro pontos centrais utilizadapa avaliar o efeito das

variaveis na producao de lipase (7 dias, incubac&@o20 °C e 150 rpm).

Tween 80 NaNQ Ureia Glicerol pH Inéculo ASW

1 5,0% 0 0,70% 0 6 0,8 100%
2 5,0% 0,30% 0,30% 4% 6 0,8 100%
3 3,0% 0,30% 0,70% 0 8 0,8 100%
4 5,0% 0 0,70% 4% 6 0,8 100%
5 5,0% 0,30% 0,30% 4% 8 0,8 100%
6 5,0% 0,30% 0,70% 0 8 0,8 100%
7 3,0% 0,30% 0,70% 4% 6 0,8 100%
8 3,0% 0 0,70% 4% 8 0,8 100%
9 3,0% 0 0,30% 4% 8 0,8 100%
10 5,0% 0 0,30% 0 8 0,8 100%
11 3,0% 0,30% 0,30% 0 6 0,8 100%
12 3,0% 0 0,30% 0 6 0,8 100%
13C 4,0% 0,15% 0,50% 2,00% 7,00 0,8 100%
14C 4,0% 0,15% 0,50% 2,00% 7,00 0,8 100%
15C 4,0% 0,15% 0,50% 2,00% 7,00 0,8 100%
16C 4,0% 0,15% 0,50% 2,00% 7,00 0,8 100%
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ANEXO VII - Variaveis independentes do quarto PB paa otimizacdo de lipase e
seus respectivos valores

Planejamento Experimental para Lipase PB4

-1 0 1
1 Peptona 0 1% 2%
2 Ext. Levedura 0 1% 2%
3 NaCOs 0 0,5% 1%
4 Inéculo 0,6 0,7 0,8
5 KH,PO, 0 0,5% 1%
6 Azeite de Oliva 1% 2% 3%
7 Glicerol 0 1% 2%
8 Tween 80 0 0 0,5% 1%
9 ASW 0 50% 100%
10 pH 5 6 7
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ANEXO VIII - Matriz do quarto planejamento Plackett-Burman com 16 ensaios e quatro pontos centrais utilizadapa avaliar o efeito das
variaveis na producao de lipase (7 dias, incubac&@o20 °C e 150 rpm).

Peptona Ext. Levedura Na,CO; Inéculo KH,PO, Azeite de Oliva Glicerol Tween 80 ASW pH

1 2,0% 0% 0% 0,6 1,0% 1% 0% 1,0% 10096

2 2,0% 2,0% 0% 0,6 0% 3% 0% 0% 100%7

3 2,0% 2,0% 1,0% 0,6 0% 1% 2% 0% 0% 7

4 2,0% 2,0% 1,0% 0,8 0% 1% 0% 1,0% 0% 5

5 0,0% 2,0% 1,0% 0,8 1,0% 1% 0% 0% 100%

6 2,0% 0% 1,0% 0,8 1,0% 3% 0% 0% 0%

7 0,0% 2,0% 0% 0,8 1,0% 3% 2% 0% 0%

8 2,0% 0% 1,0% 0,6 1,0% 3% 2% 1,0% 0%

9 2,0% 2,0% 0% 0,8 0% 3% 2% 1,0% 10096

10 0,0% 2,0% 1,0% 0,6 1,0% 1% 2% 1,0% 100%

11 0,0% 0% 1,0% 0,8 0% 3% 0% 1,0% 100%/

12 2,0% 0% 0% 0,8 1,0% 1% 2% 0% 100%7

13 0,0% 2,0% 0% 0,6 1,0% 3% 0% 1,0% 0% 7

14 0,0% 0% 1,0% 0,6 0% 3% 2% 0% 100%b

15 0,0% 0% 0% 0,8 0% 1% 2% 1,0% 0%

16 0,0% 0% 0% 0,6 0% 1% 0% 0% 0% 5
17(C) 1,0% 1,0% 0,50% 0,7 0,50% 2% 1,0% 0,50% 50% 6
18(C) 1,0% 1,0% 0,50% 0,7 0,50% 2% 1,0% 0,50% 50% 6
19(C) 1,0% 1,0% 0,50% 0,7 0,50% 2% 1,0% 0,50% 50% 6
20(C) 1,0% 1,0% 0,50% 0,7 0,50% 2% 1,0% 0,50% 50% 6




ANEXO IX - Variaveis independentes do primeiro PB jara otimizacdo de protease
e seus respectivos valores

Planejamento Experimental para Protease (PB1)

© 0 N o o B~ WDN B

[
W N P O

-1 0 1
Peptona 0 0,10% 0,20%
Caseina 0 0,20% 0,40%
Glicose 0 0,20% 0,40%
Malte 0 0,20% 0,40%
N° Cilindoro Inéculo 2 3 4
Ext. Levedura 0 0,20% 0,40%
Amido 0 0,20% 0,40%
Skim Milk 0 0,20% 0,40%
Farinha Pena 0 0,50% 1%
Farinha Arroz 0 0,50% 1%
Nitrato de Sodio 0 0,10% 0,20%
ASW 0 50,00% 100%
pH 4 5 6
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ANEXO X- Matriz do primeiro planejamento Plackett-Burman com 20 ensaios e quatro pontos centrais utilizadapa avaliar o efeito das
variaveis na producao de protease (7 dias, incubaga 20 °C e 150 rpm).

Peptona Caseina Glicose Malte Indculo Extrato de Amido Skim Farinha de Farinha de NaNO; ASW pH
Levedura milk Pena arroz

1 0,20% 0 0,40%  0,40% 2 0 0 0 1,00% 0 0,20% 0 6
2 0,20% 0,40% 0 0,40% 4 0 0 0 0 1,00% 0 100% 4
3 0 0,40% 0,40% 0 4 0,40% 0 0 0 0 0,20% 0 6
4 0 0 0,40%  0,40% 2 0,40% 0,40% 0 0 0 0 100% 4
5 0,20% 0 0 0,40% 4 0 0,40% 0,40% 0 0 0 0 6
6 0,20% 0,40% 0 0 4 0,40% 0 0,40% 1,00% 0 0 0 4
7 0,20% 0,40% 0,40% 0 2 0,40% 0,40% 0 1,00% 1,00% 0 04
8 0,20% 0,40% 0,40%  0,40% 2 0 0,40% 0,40% 0 1,00% 0%,2 O 4
9 0 0,40% 0,40%  0,40% 4 0 0 0,40% 1,00% 0 0,20% 100%
10 0,20% 0 0,40%  0,40% 4 0,40% 0 0 1,00% 1,00% 0 100%
11 0 0,40% 0 0,40% 4 0,40% 0,40% 0 0 1,00% 0,20% 0 6
12 0,20% 0 0,40% 0 4 0,40% 0,40% 0,40% 0 0 0,20% 100%
13 0 0,40% 0 0,40% 2 0,40% 0,40% 0,40% 1,00% 0 0 100%
14 0 0 0,40% 0 4 0 0,40% 0,40% 1,00% 1,00% 0 0 6
15 0 0 0 0,40% 2 0,40% 0 0,40% 1,00% 1,00% 0,20% 0 4
16 0 0 0 0 4 0 0,40% 0 1,00% 1,00% 0,20% 100% 4
17  0,20% 0 0 0 2 0,40% 0 0,40% 0 1,00% 0,20% 100% 6
18 0,20% 0,40% 0 0 2 0 0,40% 0 1,00% 0 0,20% 100% 6
19 0 0,40% 0,40% 0 2 0 0 0,40% 0 1,00% 0 100% 6
20 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0,00% 0% 4
21  0,10% 0,20% 0,20%  0,20% 3 0,20% 0,20% 0,20% 0,50% ,50% 0,10% 50% 5
22  0,10% 0,20% 0,20%  0,20% 3 0,20% 0,20% 0,20% 0,50% ,50% 0,10% 50% 5
23 0,10% 0,20% 0,20%  0,20% 3 0,20% 0,20% 0,20% 0,50% ,50% 0,10% 50% 5
24  0,10% 0,20% 0,20%  0,20% 3 0,20% 0,20% 0,20% 0,50% ,50% 0,10% 50% 5




ANEXO XI- Variaveis independentes do segundo PB parotimizacdo de protease
e seus respectivos valores

Planejamento Experimental para Protease (PB2)

-1 0 1
1 Peptona 0,1% 0,2% 0,3%
2 Glicose 0,2% 0,4% 0,6%
3 Malte 0,2% 0,4% 0,6%
4 N° Cilindro Inéculo 4 5 6
5 Ext. Levedura 0,2% 0,4% 0,6%
6 Farinha Pena 0 0,1% 0,2%
7 Farinha Arroz 0 0,1% 0,2%
8 Ureia 0 0,1% 0,2%

Fixado: salinidade 100% e pH 6
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ANEXO XII - Matriz do segundo planejamento Plackett-Burman com 16 ensaios e quatro pontos centrais utilizadaapa avaliar o efeito

das variaveis na producao de protease (7 dias, irngacdo a 20 °C e 150 rpm).

Peptona Glicose Malte  N° Cilindro Ext. Levedura Farinha Pena Farinha Arroz Ureia ASW pH

1 0,30% 0,20% 0,20% 4 0,60% 0 0 0,20% 100%

2 0,30% 0,60% 0,20% 4 0,20% 0,20% 0 0 100%

3 0,30% 0,60% 0,60% 4 0,20% 0 0,20% 0 100%
4 0,30% 0,60% 0,60% 6 0,20% 0 0 0,20% 100%
5 0,10% 0,60% 0,60% 6 0,60% 0 0 0 100%

6 0,30% 0,20% 0,60% 6 0,60% 0,20% 0 0 100%

7 0,10% 0,60% 0,20% 6 0,60% 0,20% 0,20% 0 100%
8 0,30% 0,20% 0,60% 4 0,60% 0,20% 0,20% 0,20% 100%
9 0,30% 0,60% 0,20% 6 0,20% 0,20% 0,20% 0,20% 100%
10 0,10% 0,60% 0,60% 4 0,60% 0 0,20% 0,20% 100%
11 0,10% 0,20% 0,60% 6 0,20% 0,20% 0 0,20% 100%
12 0,30% 0,20% 0,20% 6 0,60% 0 0,20% 0 100%
13 0,10% 0,60% 0,20% 4 0,60% 0,20% 0 0,20% 100%
14 0,10% 0,20% 0,60% 4 0,20% 0,20% 0,20% 0 100%
15 0,10% 0,20% 0,20% 6 0,20% 0 0,20% 0,20% 100%
16 0,10% 0,20% 0,20% 4 0,20% 0 0 0 100%
17 (C) 0,20% 0,40% 0,40% 5 0,40% 0,10% 0,10% 0,10% 100%
18 (C) 0,20% 0,40% 0,40% 5 0,40% 0,10% 0,10% 0,10% 100%
19 (C) 0,20% 0,40% 0,40% 5 0,40% 0,10% 0,10% 0,10% 100%
20 (©) 0,20% 0,40% 0,40% 5 0,40% 0,10% 0,10% 0,10% 100%
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ANEXO XIlII - Variaveis independentes do terceiro PBpara otimizacao de
protease e seus respectivos valores

PB3- Planejamento Experimental para Protease

-1 0 1
1 Glicose 0 0,3% 0,6%
2 N° Cilindro Inéculo 6 7 8
3 Ext. levedura 0,6% 0,8% 1%
4 Farinha Pena 0 1% 2%
5 Ureia 0 0,1% 0,2%

Fixado: salinidade 100%, pH 6, peptona 0,10% eeryR0%
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ANEXO XIV - Matriz do terceiro planejamento Plackett-Burman com 12 ensaios e quatro pontos centrais utilizadapa avaliar o efeito
das variaveis na producao de protease (7 dias, irngacdo a 20 °C e 150 rpm).

Glicose N° Cilindro Ext. Levedura Farinha Pena Urea Peptona Malte  ASW pH

1 0,60% 6 1,0% 0 0 0,10% 0,20%  100% 6
2 0,60% 8 0,6% 2,00% 0 0,10% 0,20%  100% 6
3 0 8 1,0% 0 0,20% 0,10% 0,20%  100% 6
4 0,60% 6 1,0% 2,00% 0 0,10% 0,20%  100% 6
5 0,60% 8 0,6% 2,00% 0,20% 0,10% 0,20%  100% 6
6 0,60% 8 1,0% 0 0,20% 0,10% 0,20%  100% 6
7 0 8 1,0% 2,00% 0 0,10% 0,20%  100% 6
8 0 6 1,0% 2,00% 0,20% 0,10% 0,20%  100% 6
9 0 6 0,6% 2,00% 0,20% 0,10% 0,20%  100% 6
10 0,60% 6 0,6% 0 0,20% 0,10% 0,20%  100% 6
11 0 8 0,6% 0 0 0,10% 0,20%  100% 6
12 0 6 0,6% 0 0 0,10% 0,20%  100% 6
13C  0,30% 7 0,8% 1,00% 0,10% 0,10% 0,20%  100% 6
14C  0,30% 7 0,8% 1,00% 0,10% 0,10% 0,20%  100% 6
15C  0,30% 7 0,8% 1,00% 0,10% 0,10% 0,20%  100% 6
16C  0,30% 7 0,8% 1,00% 0,10% 0,10% 0,20%  100% 6
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ANEXO XV - Sequenciamento de leveduras e dados @bast (GenBank)

| degtci)lfijclz%%éo N° Genbank Parentes mais préximos Smﬂgﬂr};dade
Primeiro Isolamento
6A-1C2I AF070433.1 Rhodotorula muscorum CBS 6921 99
6A-1C215I AF070433.1 Rhodotorula muscorum CBS 6921 99
4B-1C515l NG_042346.1 Mrakia frigida CBS 5270 99
4B-1C415ll NG_042346.1 Mrakia frigida CBS 5270 97
4A-1C215llI AF137600.1 Cryptococcus gastricus CBS 2288 100
2A-3C115l1 NG_042346.1 Mrakia frigida CBS 5270 99
2A-1C215IIIA NG_042640.1 Meyerozyma guilliermondii NRRL Y-2075 99
2A-1C11511 NG_042640.1 Meyerozyma guilliermondii NRRL Y-2075 97
3A-1C2lHIA KT970742.1 Metschnikowia australis voucher 1.AURO 99
5A-1C215ll KT970742.1 Metschnikowia australis voucher 1.AURO 99
4A-3C315l1 AF137600.1 Cryptococcus gastricus CBS 2288 99
6A-1C215ll KT970742.1 Metschnikowia australis voucher 1.AURO 99
2A-1C315lllI NG_042640.1 Meyerozyma guilliermondii NRRL Y-2075 99
6A-1C115II JQ769316.1 Metschnikowia australis strain 071209-L1-C2-levl 100
2A-3C215ll JQ769316.1 Metschnikowia australis strain 071209-L1-C2-levl 100
6A-3C315llI AF070433.1 Rhodotorula muscorum CBS 6921 99
3A-1C7151A KT970749.1 Glaciozyma martinii voucher F.GSKG 99
5A-1C1ll NG_042346.1 Mrakia frigida CBS 5270 99
6A-1C115llI KT970742.1 Metschnikowia australis voucher 1.AURO 99
2A-1C11 AF189906.1 Glaciozyma antarctica strain CBS 5942 99
6A-1C215lllI KT970742.1 Metschnikowia australis voucher 1.AURO 100
6A-1C315I NG_042346.1 Mrakia frigida CBS 5270 98
5A-3C515l11IB AF189937.1 Cystobasidium laryngis strain CBS 2221 99
4A-3C115ll AF137600.1 Cryptococcus gastricus CBS 2288 100
5A-1Ca3ll NG_042346.1 Mrakia frigida CBS 5270 100
6A-1C2l1II AF070433.1 Rhodotorula muscorum CBS 6921 99
5A-3C315lll AF189937.1 Cystobasidium laryngis strain CBS 2221 99
2A-1C315lll NG_042640.1 Meyerozyma guilliermondii NRRL Y-2075 99
4A-1C215l1 AF137600.1 Cryptococcus gastricus CBS 2288 99
4A-1C215ll AF137600.1 Cryptococcus gastricus CBS 2288 99
6A-3C115llI KT970742.1 Metschnikowia australis voucher 1.AURO 100
2A-1C215l11IB NG_042640.1 Meyerozyma guilliermondii NRRL Y-2075 99
6A-3C415lllI KT970742.1 Metschnikowia australis voucher 1.AURO 100
5A-1C2lII KT970742.1 Metschnikowia australis voucher 1.AURO 99
6A-1C2II KT970742.1 Metschnikowia australis voucher 1.AURO 99
5A-1C115lll KT970742.1 Metschnikowia australis voucher 1.AURO 99
6A-1C3IIIA KT970773.1 Holtermanniella wattica voucher 17.L11 98
4A-3C11511IA AF137600.1 Cryptococcus gastricus CBS 2288 99
4A-3C11511IB AF137600.1 Cryptococcus gastricus CBS 2288 100
4A-1C515l1 AF137600.1 Cryptococcus gastricus CBS 2288 99
6A-1C3lIIB KT970773.1 Holtermanniella wattica voucher 17.L11 99
6A-3C215lllI KT970773.1 Holtermanniella wattica voucher 17.L11 99
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4A-1C315l
6A-3C115II

5A-3C515I11IA

5A-3C115I
6A-1C1I1I
5A-1C2IIIA
5A-1C2IllB
5A-1C1lIi
6A-3C215l1I
5A-1C215I
2A-1C415111
3A-1C3IIIA
3A-1C3llIB
6A-1C315l1lI
2A-1C215I1I
4A-3C215I111
6A-3C515l1lI
6A-1C2IIIA
5A-3C415l1I
4A-1C1lil
6A-1C1ll
3A-1C2IIlIB
5A-1C1lll
6A-1C2I11B
4A-1C915l111
6A-1C1IIA
6A-1C4|
6A-1C3IA
4A-1C41511
5A-1C115I
3A-1C2IlIC
3A-1C715IB
6A-1C6l
5A-1C2lIl
6A-1C3IB
6A-1C11IB
6A-1C1IIC
3A-1C5l
5B-1C415IlIA
5B-1C315lI
4B-1C215I
5B-3C215llI
6B-3C415lli
5B-3C2Ill
6B-1C2IIA
3B-1C215lll
5B-1C215I

AF137600.1
KT970742.1
AF189937.1
NG_042346.1
KT970742.1
NG_042346.1
NG_042346.1
U44824.1
KT970742.1
NG_042346.1
NG_042640.1
U44824.1
KT970742.1
KT970742.1
NG_042640.1
NG_042640.1
AF137600.1
KT970742.1
NG_042346.1
KT970742.1
U44824.1
KT970742.1
KT970742.1
KT970742.1
AF137600.1
KT970773.1
KT970742.1
KT970742.1
AF137600.1
AF137600.1
KT970742.1
AY040646.1
KT970742.1
KT970742.1
KT970742.1
KT970773.1
KT970742.1
KT970742.1
KT970742.1
KT970742.1
NG_042346.1
NG_042346.1
AF070433.1
AF070433.1
U44824.1

NG_042346.1

U44824.1

Cryptococcus gastricus CBS 2288
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Cystobasidium laryngis strain CBS 2221
Mrakia frigida CBS 5270
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Mrakia frigida CBS 5270
Mrakia frigida CBS 5270
Metschnikowia australis NRRL Y-7014
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Mrakia frigida CBS 5270
Meyerozyma guilliermondii NRRL Y-2075
Metschnikowia australis NRRL Y-7014
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Meyerozyma guilliermondii NRRL Y-2075
Meyerozyma guilliermondii NRRL Y-2075
Cryptococcus gastricus CBS 2288
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Mrakia frigida CBS 5270
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis NRRL Y-7014
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Cryptococcus gastricus CBS 2288
Holtermanniella wattica voucher 17.L11
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Cryptococcus gastricus CBS 2288
Cryptococcus gastricus CBS 2288
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Glaciozyma martinii strain CBS 8929
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Holtermanniella wattica voucher 17.L11
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Mrakia frigida CBS 5270
Mrakia frigida CBS 5270
Rhodotorula muscorum CBS 6921
Rhodotorula muscorum CBS 6921
Metschnikowia australis NRRL Y-7014
Mrakia frigida CBS 5270
Metschnikowia australis NRRL Y-7014

99
99
99
99
99
99
99
100
99
99
98
100
99
99
99
99
98
99
100
99
100
99
99
99
100
99
99
99
100
98
99
99
99
99
99
100
99
99
99
99
99
100
99
99
100
99
100




6B-1C115llI
6B-1C115lI
5B-1C2II
4B-1C315ll
6B-3C315IlIIA
6B-3C415ll111
6B-1C2Ill
6B-3C315llI
6B-1C2IlIIA
5B-1C1lI
4B-1C11iI
5B-1C215IlIA
6B-1C215l11IA
5B-1C115ll
4B-1C115IA
6B-3C215lIIA
5B-1C215I1IB
5B-1C915llI
5B-3C115lllI
4B-1C215ll
3B-1C215IlIA
5B-1C315llI
2B-1C3lll
5B-1C1IIIA
4B-1C115IB
6B-3C715I
5B-3C215lllI
3B-1C1151lIA
6B-1C215l11IB
6B-3C315l11IB
6B-1C3lllI
6B-1C115llil
6B-1C2l11B
5B-1C3lll
3B-1C215111B
6B-1C215ll
2B-1C1lll
5B-1C2lIlI
4B-1C315lI
3B-1C115111IB
3B-1C315lll
6B-1C315lli
6B-1C415ll11I
5B-1C115I
6B-1C1llI
5B-3C315ll1I
6B-3C115llI

KT970742.1
U44824.1
KT970742.1
NG_042346.1
AF070433.1
KT970742.1
KT970773.1
KT970742.1
KT970742.1
NG_042346.1
KT970742.1
KT970742.1
KT970742.1
KT970742.1
NG_042346.1
U44824.1
KT970742.1
NG_042346.1
NG_042346.1
NG_042346.1
NG_042346.1
KT970742.1
HF934009.1
NG_042346.1
NG_042346.1
KT970742.1
NG_042346.1
NG_042346.1
KT970742.1
U44824.1
U44824.1
KT970742.1
U44824.1
KT970742.1
NG_042346.1
KT970742.1
HF934009.1
KT970742.1
NG_042346.1
NG_042346.1
NG_042346.1
KT970742.1
KT970742.1
KT970742.1
KT970742.1
NG_042346.1
U44824.1

Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis NRRL Y-7014
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Mrakia frigida CBS 5270
Rhodotorula muscorum CBS 6921
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Holtermanniella wattica voucher 17.L11
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Mrakia frigida CBS 5270
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Mrakia frigida CBS 5270
Metschnikowia australis NRRL Y-7014
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Mrakia frigida CBS 5270
Mrakia frigida CBS 5270
Mrakia frigida CBS 5270
Mrakia frigida CBS 5270
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Glaciozyma litoralis PYCC: 6252T
Mrakia frigida CBS 5270
Mrakia frigida CBS 5270
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Mrakia frigida CBS 5270
Mrakia frigida CBS 5270
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis NRRL Y-7014
Metschnikowia australis NRRL Y-7014
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis NRRL Y-7014
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Mrakia frigida CBS 5270
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Glaciozyma litoralis PYCC: 6252T
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Mrakia frigida CBS 5270
Mrakia frigida CBS 5270
Mrakia frigida CBS 5270
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Metschnikowia australis voucher 1.AURO
Mrakia frigida CBS 5270
Metschnikowia australis NRRL Y-7014

99
100
99
100
99
99
100
99
99
100
99
99
99
99
100
100
99
100
100
99
99
99
100
100
100
99
100
99
99
100
100
99
100
99
99
99
100
99
100
99
99
99
99
99
99
100
100
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6B-1C3lll U44824.1 Metschnikowia australis NRRL Y-7014 100
6B-3C115lllI KT970773.1 Holtermanniella wattica voucher 17.L11 99
5B-1C515lll KT970742.1 Metschnikowia australis voucher 1.AURO 99
5B-1C1IllIB KT970742.1 Metschnikowia australis voucher 1.AURO 99

5B-1C415I11IB KT970742.1 Metschnikowia australis voucher 1.AURO 99
6B-1C1lll KT970742.1 Metschnikowia australis voucher 1.AURO 99
4B-1C415l1 NG_042346.1 Mrakia frigida CBS 5270 99
6B-3C215I111B KT970742.1 Metschnikowia australis voucher 1.AURO 99
6B-1C21IB KT970773.1 Holtermanniella wattica voucher 17.L11 100
6B-1C2IIC KT970773.1 Holtermanniella wattica voucher 17.L11 100
Segundo Isolamento
6DC115lll EU348786.1 Meyerozyma caribbica NRRL Y-27274 100
6DC5III JQ769316.1 Metschnikowia australis strain 071209-L1-C2-levl 99
6DC3I KT970749.1 Glaciozyma martinii voucher F.GSKG 100
6DC2I JQ769316.1 Metschnikowia australis strain 071209-L1-C2-levl 99
6DC2IlI KT970750.1 Glaciozyma litoralis voucher F.DMRO 99
6DC3lll KT970750.1 Glaciozyma litoralis voucher F.DMRO 100
6DC1lII KT970750.1 Glaciozyma litoralis voucher F.DMRO 100

6DC2lI JQ769316.1 Metschnikowia australis strain 071209-L1-C2-levl 100
6D-3C115lll JQ857008.1 Phenoliferia glacialis isolate T8Rg 100
6DC115llIA KT970750.1 Glaciozyma litoralis voucher F.DMRO 100
5DC215IIA AB909045.1 Mrakia blollopisisolate: EBU1-2 99

6DC215I KT970742.1 Metschnikowia australis voucher 1.AURO 99
5DC215I1111B AB909045.1 Mrakia blollopisisolate: EBU1-2 99
5DC215I KT970742.1 Metschnikowia australis voucher 1.AURO 99
5D-3C115lll KT970749.1 Glaciozyma martinii voucher F.GSKG 100
4DC515I AY038812.1 Mrakia sp. CBS 8909 (Mrakia blollopis) 98
2DC215lI AY038812.1 Mrakia sp. CBS 8909 (Mrakia blollopis) 99
6DC11511IB KT970749.1 Glaciozyma martinii voucher F.GSKG 100
2DC715lI AY038812.1 Mrakia sp. CBS 8909 (Mrakia blollopis) 98
6DC1llI KT970749.1 Glaciozyma martinii voucher F.GSKG 99
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ANEXO XVI — Arvore Filogenética Metschnikowia

44

100

— 5A-1C21l
6DC215!
6DC2I
6A-1C2II
3A-1C3IIIA
6A-1C2I11B
6A-1C3IA
6B-1C115l11
5B-1C215I11A
6B-1C215l11
6B-1C315I11
5B-1C11II
5B-1C515l11
5B-1C2111l
6B-3C715I
6B-1C2I11A
5B-1C215I
6A-1Cél
5A-1C1IN
6A-3C115II
4B-1C1l
5A-1C115l111
6B-1C111I
5B-1C115I
6B-1C3llII
5B-1C115l1
5B-1C2l1
3A-1Csl
6A-1C2IIIA
6A-1C315l111
6A-3C415I111
6A-1C115l111
6B-1C215I1
_{ 3A-1C3lIIIB
I 6A-1C215II
6DCSlI
5A-1C211
6A-3C215I11
S5A-1C1III
6A-1C1II

6B-1C115I1
6B-1C215I111
6B-3C315I111
6B-1C415I111
5B-1C415I11A
I 6A-1C1III
6A-1C115I1
5A-1C21111
4A-1C1111
3A-1C2111
6B-1C2l1
6B-3C215I11A
5B-1C315l11
5B-1C3llll
6B-1C3l11
6B-3C115I11
6B-1C2111B
5B-1C215111B
6B-3C315I11
5B-1C315I
6A-1C3IB
6A-1C1III
6A-1C2151111
5A-1C215II

I 3A-1C21111
6B-1C1111I
6B-1C115I111
6B-3C215!11B
6B-3C415I111
5B-1C415I11B
6A-1C4l
3A-1C211
6A-3C115l11
2A-3C215l111
eDC2ll1I
5DC215!
Metschnikowia australis 071209-L1-C2-lev1 (JQ769316.1)
Metschnikowia australis 071209-Pi2-frotapiedra-4-lev (JQ769309.1)
Metschnikowia australis MAU44824 (U44824.1)

ﬂamhnikowia bicuspidata var. chathamia MBU84238 (U84238.1)
70

Metschnikowia bicuspidata MBU94944 (U94944.1)
Candida kofuensis (AF158019.1)

Candida chrysomelidarum ATCC MYA-4344 (FJ614680.1)
Candida gelsemii UWO(PS)06-24.1(DQ988046.1)
Metschnikowia reukaufii MRU44825 (U44825.1)
Metschnikowia cibodasensis (AB236910.1)

Candida pimensis ATCC MYA-4306 (FJ614654.1)
r Saccharomyces bayanus CBS 425 (EU145747.1)

100 L— Saccharomyces kudriavzevii ATCC MYA-4449 (NG042469.1)

105



ANEXO XVII — Arvore Filogenética Mrakia

3B-1C215I11A
3B-1C215I111
3B-1C11511IA
3B-1C215111B
5DC215I11A
4DC515I
2DC215I
2DC715I
3B-1C1151111B
3B-1C315I111
Mrakia blollopis RKAT103 (KU179834.1)
4B-1C315I11
5B-1C1lI
4B-1C1151A
5B-3C115l111
5B-1C915I11
4B-1C215I1
5B-1C1liI
4B-1C1151B
5B-3C215l111
5DC2151111B
4B-1C315I
5B-3C315l111
4B-1C415I111
Mrakia frigida (AF075463.1)
5B-3C215I11
4B-1C215I
5A-3C415l11

61| 5A-1C215|
5A-1C2IIIA
5A-1C2111IB
5A-3C115I
5A-1C3lI

100 || 5A-1C1lII

87

w

4

2A-3C115l11
4B-1C515I
6A-1C315I

i— 4B-1C415l1

Mrakiella aquatica CBS 5443 (AF075470.2)

0.1

=

62

=3

Mrakiella cryoconiti DBVPG 5302 (KC455917.1)
Mrakia robertii DBVPG 5922 (KC455914.1)
Mrakia robertii DBVPG 5975 (KC455916.1)
Mrakia robertii DBVPG 5352 (KC455912.1)
Mrakia robertii DBVPG 5374 (KC455913.1)
Mrakia robertii DBVPG 5935 (KC455915.1)
Mrakia frigida CBS5270 (AF144483.1)

Mrakia nivalis CBS5266 (AF144484.1)

Mrakia frigida CBS5688 (AF144482.1)

— Mrakia psychrophila DBVPG 5980 (KC455911.1)
Mrakia cf. gelida DBVPG 10084 (K C455909.1)
Mrakia gelida DBVPG 5952 (K C455910.1)
Mrakia gelida CBS5272 (AF144485.1)

Mrakia stokesii CBS5917 (AF144486.1)

_| Mrakiella aquatica CBS 5443 2 (NG 042348.1)
98

Leucosporidium creatinivorum DBVPG 5866 (KC455908.1)
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ANEXO XVIII — Arvore Filogenética Cryptococcus

90

51

87

87_| 6A-3C515I111
5A-1C115I
4A-1C215I111
4A-1C315l11
4A-1C915l111
- 4A-3C115111A
4A-1C515I111
- 4A-1C215l1
4A-1CA415I1111
4A-3C115111B

99 | 4A-1C215l11

4A-3C115l1
4A-3C315l111

93 444|

0.02

Cryptococcus gastricus (AF137600.1)
- Cryptococcus gilvescens (AF181547.1)
Cryptococcus agrionensis CRUB 1317 (EU627786.1)
Cryptococcus chernovii (AF181530.1)
Cryptococcus terreus PYCC 2935 (AF444692.1)
99! Cryptococcus terreus PYCC 4966 (AF444694.1)
Cryptococcus diffluens (AF075502.1)
Cryptococcus liquefaciens CBS968 (F181515.1)
Cryptococcus albidus var. ovalis (AF137605.1)
Cryptococcus albidus (AF075474.1)
Cryptococcus albidus ATCC 10666 (AF335982.1)
Cryptococcus kuetzingii (AF137602.1)
Cryptococcus victoriae CBS 6550 (AF444711.1)
Cryptococcus curvatus CBS 8126 (AF444717.1)
— Saccharomyces bayanus CBS 425 (EU145747.1)

ool Saccharomyces kudriavzevii ATCC MYA-4449 (NG 042469.1)
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ANEXO XIX— Arvore Filogenética Glaciozyma

=
@

Glaciozyma martinii DBVPG 4841 (EU287888.1)
Glaciozyma martinii CBS 8929 (AY040646.1)
3A-1C715I1B

3A-1C7151A

Glaciozyma martinii CBS 8928 (AY033640.1)

Glaciozyma martinii F.GSKG (KT970749.1)
6DC3I

o 5D-3C115l11

6DC115I11B

3| 16DCLII

2B-1C1llI

2B-1Ca3llII

Glaciozyma litoralis VKPM: Y3851(HF934010.1)
Glaciozyma litoralis F.DMRO (KT970750.1)

57

Glaciozyma litoralis PYCC 6252T (HF934009.1)
6DC3llI
6DC1lI
- 6DC2I1I
6DC115I11A
Glaciozyma watsonii CBS 8944 (AY033639.1)
2A-1C111
Glaciozyma antarctica ANT03-039 (HQ676603.1)

929

97t Glaciozyma antarctica CBS 8943 (AY033636.1)

Glaciozyma antarctica CBS 5942 (AF189906.1)
r— Saccharomyces bayanus CBS 425 (EU145747.1)

0.05

99 Saccharomyces kudriavzevii ATCC MYA-4449 (NG 042469.1)
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ANEXO XX — Arvore Filogenética Meyerozyma

— 2A-1C115l11

2A-1C315l111

2A-1C215111A

2A-1C215111B

4A-3C215l111

sg - 2A-1C215l11

2A-1CA415l111

2A-1C315l11

Meyerozyma guilliermondii CBMAI 1000 (FJ986610.1)
Meyerozyma guilliermondii NCYC 3747 (JF912082.1)
Meyerozyma guilliermondii NRRL Y-2075 (JQ689047.1)
Meyerozyma guilliermondii NRRL Y-2075 (NG 042640.1)

100

6DC115l111
9T| Pichia caribbica NRRL Y-27274 (EU348786.1)
Debaryomyces polymorphus var. africanus (AB054994.2)
50 E Debaryomyces nepalensis JCM 2095(JN940507.1)
97 L— Debaryomyces prosopidis JCM 9913 (JN940510.1)
— Saccharomyces bayanus CBS 425 (EU145747.1)

100L— Saccharomyces kudriavzevii ATCC MYA-4449 (NG 042469.1)
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ANEXO XXI — Arvore Filogenética Holtermanniella

6A-1C1IIA

— 6A-1C3IIIB

6B-1C2l1II

6B-1C2IIA

61 6B-1C2I11B

6B-3C115l1II

6A-1C111B

98| 6A-3C215l111

6A-1C3IIIA

641 | Holtermanniella wattica 17.L.11 (KT970773.1)
L Holtermanniella watticus 16LV1 (KM243308.1)

L Holtermanniella takashimae Y26 (KF142604.1)
Holtermannia corniformis CBS 6979 (AF189843.1)
— Saccharomyces bayanus CBS (EU 145747.1)

100 — Saccharomyces kudriavzevii ATCC MYA-4449 (NG 042469.1)

0.05
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ANEXO XXII — Arvore Filogenética Rhodotorula

6A-1C2I

Rhodotorula muscorum (AF070433.1)
6A-1C215I

99 | 6A-1C21111

6B-3C415I11

5B-3C2I111

6B-3C315I111A

6A-3C315I11IB

1 Rhodotorula fragaria (AF070428.1)

Ti— Leucosporidiumgolubevii PYCC 5759T (AY212997.1)
52 Leucosporidiumdrummii AY220 (FN428965.2)
Leucosporidiella yakutica VKM Y-2837T (AY213001.1)
Leucosporidiumcreatinivorum CBS 8620 (NG 042375.1)
13 | Leucosporidiumscottii (AF070419.1)

s Leucosporidiumscottii CBS 5930 (AY213000.1)
Leucosporidiumscottii CBS 5930 (AF131060.1)
Leucosporidiumintermedium CBS 7226 (NG 042365.1)
85‘|7_‘ Leucosporidiumfellii CBS 7287 (NG 042373.1)
99! Leucosporidiumfellii DB 1658 (AY512856.1)
— Saccharomyces bayanus CBS 425 (EU145747.1)

100 L Saccharomyces kudriavzevii ATCC MYA-4449 (NG 042469.1)
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ANEXO XXIIl — Arvore Filogenética Cystobasidium

60

60

5A-3C5151111B
E{ 5A-3C515I111A

5A-3C315lI1
Cysaobasidium laryngis MZK1 K-654 (DQ640477.1)
Cystobasidium laryngis CLQCA-ANT-025 (HE994137.1)
Cystobasidium laryngis CBS 2221 (AF189937.1)
Cystabasidium laryngis M22-22C-8 (KU 145507.1)

97

92

L Cystobasidium laryngis DBVPG 4765 (EF643724.1)
Cystobasidium ritchiei (LM644066.1)
Cystobasidium pinicola AS 2.2193 (AF444293.1)

L— Cystobasidium pallidum CBS 320 (AF189962.1)
Cystobasidium minutum CBS 319 (AF189945.1)
L Cystobasidium dooffiae CBS 7094 (AF444722.1)

| Rhodotorula mucilaginosa Y 17497 (AF444725.1)

0.02

100! Rhodotorula mucilaginosa CBS 9070 (AF444738.1)
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ANEXO XXIV — Arvore Filogenética Phenoliferia

Phenoaliferia glacialis TP-Show-Y145 (JQ768909.1)

64| Phenoliferia glacialis (AB558450.1)
Phenoaliferia glacialis A19 (EF151258.1)
Phenoliferia glacialis GU29 (AB671326.1)

Phenoliferia psychrophila PB19 (EF151252.1)
“d Phenliferia glacialis DBVPG 4797 (EF643740.1)
%4 Phenoliferia glacialis G.L9 (KT970779.1)
6D-3C115I11
Phenaliferia glacialis T8Rg (JQ857008.1)

Phenoliferia glacialis TP-Show-Y143 (JQ768907.1)
— Saccharomyces bayanus CBS 425 (EU145747.1)

0.05

100 - Saccharomyces kudriavzevii ATCC MYA-4449 (NG 042469.1)
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ANEXO XXV- Sequenciamento de fungos filamentososdados doBlast

(GenBank)

Ide(rigf?é%?;éo N° Genbank Parentes mais préximos S|m|l(i1/2|)dade
2DC615IA NR_111838.1 Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855 98
6DC415I NR_111838.1 Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855 99
4D-3C115I NR_136143.1 Phaeoacremonium santali CBS 137498 86
6DC315I NR_111838.1 Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855 97
6DC515I NR_111838.1 Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855 99
2D-3C115l1 NR_111838.1 Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855 98
5DC115I JQ936271.1 Paraconiothyrium variabile strain C31 99
6DC215l1 NR_111838.1 Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855 99
2D-3C115l KJ755525.1 Pseudogymnoascus verrucosus strain UAMH 10579 97
5A-1C715ll NR_111838.1 Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855 98
2DC615I1B NR_111838.1 Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855 97
5D-3C115ll NR_111765.1 Toxicocladosporium strelitziae CBS 132535 96
2DC1ll NR_111838.1 Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855 99
6DC1lI NR_111838.1 Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855 99
4D-3C1ll KT600381.1 Cladosporium austroafricanum CPC: 16763 100
5DC1l NR_111838.1 Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855 99
6DCA4l NR_111838.1 Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855 97
6DCA4llI KJ755525.1 Pseudogymnoascus verrucosus strain UAMH 10579 99
5D-3C1l1 GU214682.1 Pseudocercosporella fraxini strain CPC 11509 99
2D-3C115ll AF178517.1 Penicillium pulvillorum strain NRRL 2026 99
6D-3C1llI KM199302.1 Pestalotiopsis kenyana strain CBS 442.67 100
6DC715I KJ834439.1 Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551 99
2DC715l1 KJ834439.1 Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551 100
4DC115Il KJ834439.1 Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551 100
5DC815I KJ834439.1 Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551 100
5D-3C215II KJ834439.1 Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551 100
3DC615I KJ834439.1 Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551 100
4D-3C115l11 JF521510.1 Penicillium commune strain KACC 45904 99
3D-3C615I KJ834439.1 Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551 100
4DC515I KJ834439.1 Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551 100
4DC615I KJ834439.1 Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551 100
6DC615I KJ834439.1 Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551 100
2DC415l11 KJ834439.1 Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551 100
3D-3C1l1 KT600381.1 Cladosporium austroafricanum CPC: 16763 99
3A-1C415l11 AF198245.1 Graphium rubrum ATCC 24593 99
4A-1C315ll KJ834439.1 Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551 100
3A-1C215llI KJ834439.1 Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551 100
4A-1C615II1 NR_111838.1 Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855 99
4B-1C115l1 NR_119730.1 Cladosporium pini-ponderosae CBS 124456; CPC 13980 99
3A-1C215llI AF198245.1 Graphium rubrum ATCC 24593 99
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5A-1C715I11
2B-1C115llil
4B-1C115ll
5A-1C315l1I
3A-1CA4ll
2A-1C115I1
3A-1C315llI
2B-1C115ll
4A-1C11511
5A-1C515ll
5B-1C315ll
5A-1C115ll
4DC515IB
3DC615IB
4B-1C115111IB
3A-1C215111IB
6DC6151B
4A-1C31511
2A-1C111
4B-1C1ll

EU884921.1
NR_111838.1
KJ834439.1
KJ755525.1
AF198245.1
JF521510.1
NR_119489.1
JF521510.1
KJ834439.1
KJ834439.1
KJ834439.1
KJ834439.1
NR_111838.1
NR_111838.1
NR_111838.1
NR_111838.1
NR_111838.1
KJ834439.1
NR_111838.1
KJ834439.1

Pseudogymnoascus verrucosus strain UAMH 10579
Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-485
Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551
Pseudogymnoascus verrucosus strain UAMH 10579
Graphium rubrum ATCC 24593
Penicillium commune strain KACC 45904
Mollisia dextrinospora CBS:401.78
Penicillium commune strain KACC 45904
Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551
Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551
Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551
Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551
Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855
Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855
Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855
Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855
Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855
Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551
Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855
Penicillium solitum isolate UFMGCB 5551

99
98
100
99
100
99
96
99
100
100
100
100
99
99
99
99
99
100
99
100
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ANEXO XXVI — Arvore Filogenética Penicillium

6DC715I

3D-3C6151

2DC715111

4DC115l1

5DC815I

5D-3C215l1

3DC615I

4DC515I

4DC615I

6DC615I

61| 2DC4151111

4A-1C315I1

4A-1C315I111

4B-1C115I1

3A-1C215I111

4A-1C115I111

5A-1C515I1

5B-1C315l1

4B-1C1lI

5A-1C115I1

Penicillium solitum UFMGCB 5551(K C408929.1)
Penicillium solitum CBS 14786 (AY674355.1)

Penicillium solitum CBS 14686 (AY674356.1)
2B-1C115l1

2A-1C115l1

69 4D-3C1151111

98| Penicillium commune NRRL 35686 (EF198566.1)

Penicillium commune KACC 45904 (JF521510.1)

©
S

9

@

Penicillium glabrum CBS 125543 (GU981619.1)
2D-3C115I1
90| Penicillium jiangxiense AS 3.6521 (KJ890409.1)
98! Penicillium sp. UFMGCB 6305 (KF578401.1)
3| gg) Penicillium pulvillorum CBS 280.39 (GU981670.1)
60|l Penicillium pulvillorum CBS 275.83 (GU981671.1)
0| Penicillium ochrochloron CBS 357.48 (GU981672.1)
Penicillium rolfsii CBS 368.48 (GU981667.1)
Penicillium piscarium CBS 362.48 (GU981668.1)
pr— Penicillium svalbardense CBS 122.41 (GU981669.1)
Penicillium daleae CBS 211.28 (GU981649.1)
[ Penicillium vasconiae CBS 339.79 (GU981653.1)
o Penicillium simplicissmum CBS 372.48 (GU981632.1)
R I~ Penicillium araracuarense CBS 113147 (GU981640.1)
Penicillium wotroi CBS 126217 (GU981633.1)
f‘r Penicillium mariae-crucis CBS 271.83 (GU981630.1)
Penicillium simplicissimum CBS 328.59 (GU981631.1)
tey Penicillium skrjabinii CBS439.75 (GU981626.1)
Penicillium onobense CBS 174.81 (GU981627.1)
93, Penicillium paraherquei CBS430.65 (GU981628.1)
861 Penicillium brasilianum CBS 253.55 (GU981629.1)
92— Penicillium limosum CBS 339.97 (GU981621.1)
52! Penicillium brefeldianum CBS 235.81 (GU981623.1)
P2~ Penicillium janthinellum CBS 340.48 (GU981625.1)
S Penicillium lineolatum CBS 188.77 (GU981620.1)
Penicillium cremeogriseum CBS 223.66 (GU981624.1)
24| L Peniicillium raperi CBS 281.58 (GU981622.1)
I Penicillium levitum CBS 345.48 (GU981654.1)
# Penicillium coeruleum CBS 141.45 (GU981655.1)
44— Penicillium ehrlichii CBS 324.48 (GU981652.1)
EPenicillium javanicum var. meloforme CBS 445.74 (GU981656.1)
Penicillium elleniae CBS 126215 (GU981661.1)
I Penicillium elleniae CBS 118136 (GU981664.1)
18 1['— Penicillium javanicum CBS 341.48 (GU981657.1)
b | Penicillium brefeldianum CBS233.81 (GU981659.1)
F % Penicillium meridianum CBS 443.75 (GU981660.1)
20| 1) Penicillium reticulisporum CBS 121.68 (GU981665.1)
7! Penicillium abidjanum CBS 513.74 (GU981666.1)
— Penicillium abidjanum CBS 246.67 (GU981650.1)

-

E

IS

Penicillium zonatum CBS992.72 (GU981651.1)
Penicillium penarojense CBS 113132 (GU981644.1)
Penicillium vanderhammenii CBS 116296 (GU981648.1)

Penicillium cavernicola CBS 100540 (K J834505.1)

01
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ANEXO XXVII — Arvore Filogenética Pseudogymnoascus

- Pseudogymnoascus roseus UAMH 9222 (DQ117452.1)
Pseudogymnoascus verrucosus UAMH 10579 (KJ755525.1)
Geomyces pannorum var. asperulatus UAMH 183 (DQ117444.1)
6DC415|
6DC5151
2DC1ll
6DC4l
6DCAllI
4B-1C115l111B
4B-1C115l111B
Pseudogymnoascus roseus UAMH 9163 (DQ117451.1)
Pseudogymnoascus roseus UAMH 2879 (DQ117445.1)
Geomyces pannorum var. asperulatus UAMH 183 (DQ117444.1)
Pseudogymnoascus roseus UAMH 1658 (DQ117443.1)
Geomyces destructans 6765-S7 (KC993831.1)

Geomyces destructans 6757-Sb (KC993830.1)

46| Geomyces destructans 6745-R5 (KC993829.1)

39

42

26

11

11

Geomyces destructans 6745-$4 (KC993828.1)
Geomyces destructans 6734-R9 (KC993827.1)
Geomyces destructans 6734-4 (KC993826.1)
Geomyces destructans 6724-S7 (KC993825.1)
Geomyces destructans 41558-3 (KC993824.1)
Geomyces destructans 41556-4 (KC993823.1)
Geomyces destructans 41551-2 (KC993822.1)
Geomyces destructans 41548-2 (KC993821.1)
Geomyces destructans 41547-4 (KC993820.1)

[1| Geomyces destructans 41544-2 (KC993819.1)

Geomyces destructans 39147-R1(KC993818.1)

Geomyces destructans isolate 39145-2 (KC993817.1)
Geomyces destructans 38257-R1(KC993816.1)

Geomyces destructans 8257-H4 (KC993815.1)
Pseudogymnoascus verrucosus UAMH 10580 (DQ117441.1)
Pseudogymnoascus verrucosus UAMH 10579(DQ117440.1)
Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855 (NR_111838.1)
I Geomyces pannorum voucher UAMH 1088 (DQ117442.1)
5A-1C715l111

Geomyces pannorum voucher UAMH 1030 (DQ117436.1)
Geomyces pannorum UAMH 714(DQ117446.1)

5A-1C315l111

4DC515I1B

3DC6151B

3A-1C2151111B

6DC6151B

2A-1C111

2B-1C115I111

4A-1C615I11

6DC1I

2DC615!

2D-3C115l11

6DC215l1111

2D-3C115l1111

6DC315|

2DC6151B

L— Geomyces pannorum var. asperulatus UAMH 9032 (DQ117449.1)

Pseudogymnoascus appendiculatus UAMH 10510 (DQ117437.1)
Pseudogymnoascus appendiculatus UAMH 10511(DQ117438.1)

Pseudogymnoascus appendiculatus UAMH 10512 (DQ117439.1)

Pseudogymnoascus destructans MM-Cro-W16 (KM261789.1)

0.1

Pseudogymnoascus destructans isolate MM-Cro-W18
Pseudogymnoascus destructans MM-Cro-W3 (KM261790.1)
Pseudogymnoascus destructans MM-Cro-W5(KM261792.1)
Pseudogymnoascus destructans MM-Cro-W1 (KM261793.1)

5DC1II
881 5A-1C715I111
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ANEXO XVIII — Arvore

42

Filogenética Cadophora

3A-1C215l111

—— Cadophora malorum ATCC 36274 (GU128590.1)
3A-1C4ll

3A-1C41511

Cadophora malorum CCF 3784 (FJ430743.1)
Cadophora malorum 7R42 (GU212432.1)
Cadophora malorum 7R134 (GU212387.1)
Cadophora malorum 7R120-4 (GU212386.1)
Cadophora malorum 7R21-1 (GU212430.1)
Cadophora malorum 7R39-1 (GU212431.1)
Cadophora malorum CP-WI-2 (GU004209.1)
Cadophora malorum (JQ796752.1)

52 || Cadophora malorum (AB190402.1)

82

Cadophora malorum UFMGCB (KC811023.1)
Cadophora malorum UFMGCB 6288 (KC811022.1)
Acremonium butyri (DQ286652.1)

Graphium rubrum (AF198245.1)
— Cadophora malorum UFMGCB 6296 (KC811024.1)

L— Cadophora luteo-olivacea CBS 141.41 (GU128588.1)

3A-1C315l11
99! Cadophora fagtigiata C1-4 10-2 (KP411560.1)

0.02

Graphium jumulu CPC 24639 (KR476722.1)
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20

ANEXO XXIX— Arvore Filogenética Cladosporium

— 3D-3C1lII

Cladosporium angustisporum CPC 12437(NR 111530.1)
Cladosporium australiense CPC 13226 (NR 119837.1)
Cladosporium exile CPC 11828 (NR 111532.1)
Cladosporium gamsianum CPC 11807 (NR111533.1)
Cladosporium myrtacearum CPC 14567 (NR 119849.1)
Cladosporium pseudochalastosporoides CPC 17823 (KT600415.1)
Cladosporium subuliforme CPC 13735 (NR 119854.1)
4D-3C1ll

Cladosporium austroafricanum CPC 16763 (KT600381.1)
Cladosporium rugulovarians CPC 18444 (KT600459.1)
Cladosporium pini-ponderosae (NR 119730.1)
Cladosporium montecillanum CPC 17953 (KT600406.1)
Cladosporium funiculosum ATCC 38010 (AY362000.1)
Cladosporium colombiae CBS 274.80B (NR 119729.1)
Cladosporium asperulatum CPC 14040 (NR 119836.1)

——— Cladosporium flabelliforme CPC 14523 (NR 119844.1)

Cladosporium iranicum CPC 11554 (NR111536.1)
Cladosporium varians CPC 13658 (NR 119856.1)
Cladosporium ruguloflabelliforme CPC 19707 (KT600458.1)
Cladosporium phaenocomae CBS 128769 (NR 119950.1)
Cladosporium ipereniae CPC 16238 (KT600394.1)
Cladosporium funiculosum (NR 119845.1)

Cladosporium austroafricanum CPC 16763 (KT600381.1)
Cladosporium angustiterminale CPC 15564 (KT600379.1)
Cladosporium silenes CBS 109082(NR 111270.1)
Cladosporium globisporum CBS812.96 (NR 111534.1)
4B-1C115l11

44

=

. Cladosporium oxysporum CBS 125991 (HM148118.1)

o Cladosporium tenuissmum CPC 14253 (NR 119855.1)
6
Cladosporium colocasiae (NR 119840.1)

L—— Cladosporium chubutense (NR 119728.1)

Cladosporium parapenidielloides CPC 17193 (KT600410.1)
Cladosporium exasperatum CPC 14638 (NR 119843.1)
— Cladosporium puyae CBS 274.80A (KT600418.1)
Cladosporium cucumerinum MUCL 10092 (NR 119841.1)

75 Cladosporium versiforme CPC 19053 (KT600417.1)

Cladosporium macrocarpum (NR 119657.1)

100 | Cladosporium phlei CBS 358.69 (NR 120013.1)
Cladosporiumiridis CBS 138.40 (EU167591.1)
Cladosporium angustiherbarum CPC 17814 (KT600378.1)

0.002

Cladosporium aciculare CPC 16547 (KT600411.1)
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ANEXO XXX — Arvore Filogenética Toxicocladosporium

95

81

Cladosporium phaenocomae CBS 128769 (JF499837.1)
Cladosporium phaenocomae CPC 18221 (JF499838.1)
62 | Cladosporium cladosporioides CPC 18230 (JF499834.1)
Cladosporium phaenocomae CPC 18221 (JF499838.1)
Cladosporium cladosporioides CPC 18230 (JF499834.1)
Cladosporium phaenocomae CBS 128769 (JF499837.1)
Cladosporium perangustum CPC 18228 (JF499835.1)
" Cladosporium perangustum CPC 18229 (JF499836.1)
[38| Cladosporium perangustum CPC 18228 (JF499835.1)
Cladosporium perangustum CPC 18229 (JF499836.1)

99

—I Cladosporium parapenidielloides CPC 17193 (KT600410.1)
65 | Cladosporium longicatenatum CPC 17189 (KT600403.1)

Cladosporium puyae CBS 274.80A (KT600418.1)
7

Cladosporium ramotenellum CPC 18224 (JF499839.1)
Cladosporium ramotenellum CPC 18224 (JF499839.1)

L Cladosporium aphidis CPC 13204 (NR 120010.1)
—— Cladosporium sphaerospermum ATCC 11289(AY361958.1)

5D-3C115l1

42
64 —|— Toxicocladosporium strelitziae CBS 132535 (NR 111765.1)

| Toxicocladosporium posoqueriae CPC 19305 (NR121555.1)

0.01

99| Toxicoc! adosporium posoqueriae CPC 19305 (KC005782.1)

Toxicocladosporium ficiniae CPC 21282 (KF777190.1)

51

99

Toxicocladosporium pseudoveloxum CBS 128775 (JF499847.1)
Toxicocladosporium pseudoveloxum CBS 128775 (JF499847.1)
Toxicocladosporium pseudoveloxum CBS 128777 (JF499848.1)
Toxicocladosporium pseudoveloxum CPC 18274 (JF499849.1)
Toxicocladosporium pseudoveloxum CBS 128775 (JF499847.1)
Toxicocladosporium pseudoveloxum CBS 128777 (JF499848.1)
Toxicocladosporium pseudoveloxum CPC 18274 (JF499849.1)
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ANEXO XXXI — Arvore Filogenética Pseudocercosporella

20— Pseudocer cospora fatouae CPC 11648 (DQ303076.1)

361 Pseudocercospora crousii CPC 10849 (DQ303090.1)
Pseudocercospora robusta CBS 111175 (DQ303081.1)

Pseudocer cospora pseudoeucal yptorum CBS 116359 (DQ303078.1)
Pseudocer cospora pseudoeucal yptorum CPC 10916 (DQ303079.1)
Pseudocer cospora pseudoeucalyptorum CPC 11713 (DQ303080.1)

49

99

Pseudocer cospora natalensis CBS 111069 (DQ303077.1)
Pseudocercospora basitruncata CBS 114664 (DQ303071.1)
51-|: Pseudocercospora clematidis CPC 11657 (DQ303072.1)
Pseudocercospora epispermogoniana CBS 110693 (DQ303073.1)

Pseudocercospora epispermogoniana CBS 110694 (DQ303074.1)
Pseudocercospora epispermogoniana CBS 110750 (DQ303075.1)
5D-3C1II

100

I

0.02

Pseudocercosporélla fraxini CPC 11509 (GU214682.1)
Pseudocercosporeélla fraxini -8 (KC460805.1)
Pseudocercosporélla fraxini I.-53(KC460848.1)

100

O,—
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ANEXO XXXII — Arvore Filogenética Pestalotiopsis

Pestalotiopsis knightiae CBS 114138 (KM199310.1)
— Pestalotiopsis trachicarpicola IFRDCC 2240 (NR 120109.1)
Pestalotiopsistelopeae CBS 114161 (KM199296.1)
Pestalotiopsis grevilleae CBS 114127 (KM199300.1)
Pestalotiopsis kenyana CBS 442.67 (KM199302.1)
6D-3C1l1I
Pestalotiopsis oryzae CBS 353.69 (KM199299.1)
Pestalotiopsis australasiae CBS 114126 (KM199297.1)
[ Pestalotiopsis colombiensis CBS 118553 (KM199307.1)
Pestalotiopsis australis CBS 114193 (KM199332.1)
! 5& Pestalotiopsis hollandica CBS 265.33(KM199328.1)

66 | Pestalotiopsis monochaeta CBS 144.97 (KM199327.1)
] Pestalotiopsis biciliata CBS 124463 (KM199308.1)
Pestalotiopsis malayana CBS 102220 (KM199306.1)
5| 31 | Pestalotiopsis scoparia CBS 176.25 (KM199330.1)
38— Pestalotiopsis chamaeropis CBS 186.71 (KM199326.1)
Pestalotiopsis portugalica CBS 393.48 (KM199335.1)
Pestalotiopsis hawaiiensis CBS 114491 (KM199339.1)
Pestalotiopsis papuana CBS 331.96 (KM199321.1)
Pestalotiopsis diploclisia CBS 115587 (KM199320.1)
Pestalotiopsis humus CBS 336.97 (KM199317.1)
Pestalotiopsis spathulata CBS 356.86 (KM199338.1)

27

154

38

99

Pestalotiopsis novae-hollandiae CBS 130973 (KM199337.1)
Pestalotiopsis arceuthobii CBS434.65 (KM199341.1)
Pestalotiopsis aff. palmarum PP93 (FJ884143.1)

Pestalotiopsis aff. palmarum PP98 (FJ884144.1)

0.01
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ANEXO XXXIII — Arvore Filogenética Paraconiothyrium

34— Pseudocamarosporium corni MFLUCC 13-0541 (KJ747048.1)
[ Pseudocamarosporium propinquum MFLUCC 13-0544 (KJ747049.1)
96 | Pseudocamarosporium tilicolaMFLUCC 13-0550 (KJ747050.1)
Pseudocamarosporium piceae MFLUCC 14-0192 (KJ747046.1)
Paraconiothyrium africanum STE-U 6316 (EU295650.1)
Camarosporium psoraleae CPC 21632 (KF777143.1)
Paracamarosporium fagi CPC 24892 (KR611887.1)
Paracamarosporium fagi CPC 24890 (KR611886.1)
Paracamarosporium fagi CPC 24890 (KR611886.1)
Paraconiothyrium brasiliense strain CBS 122319 (JX496032.1)
Paraconiothyrium archidendri CBS 168.77 (JX496049.1)
Paraconiothyrium variabile CBS 461.90 (JX496093.1)
Paraconiothyrium variabile CBS 680.83 (JX496105.1)
Paraconiothyrium variabile CBS433.71 (JX496089.1)
8 58 | Paraconiothyrium variabile CBS 413.84 (JX496086.1)
Paraconiothyrium variabile strain CBS 122322 (JX496035.1)
Paraconiothyrium variabile CBS 112.72 (JX496019.1)
Paraconiothyrium variabile STE-U 6311 (EU295639.1)

19

17

48

l__ Paraconiothyrium thysanolaenae MFLUCC 10 0550 (KP744453.1)
99 - Paraconiothyrium estuarinum CBS 109850 (AY642530.1)
55 Paraphaeosphaeria neglecta CBS 124078 (JX496039.1)
—|—— Paraphaeosphaeria sardo CBS501.71 (JX496094.1)
99 | Paraphaeosphaeria parmeliae CBS 131728 (KP170654.1)
100 Paraphaeosphaeria verruculosa CBS 263.85 (JX496059.1)
— 5DC115

0.01

100 | Paraconiothyrium variabile C31 (JQ936271.1)
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ANEXO XXXIV — Arvore Filogenética Fungo N&o Identificado

97

99

Phaeoacremonium scolyti STE-U (EU128040.1)

Phaeoacremonium scolyti STE-U 5956 (EU128043.1)
Phaeoacremonium scolyti STE-U 6099 (EU128039.1)
Phaeoacremonium scolyti STE-U 6098 (EU128038.1)

Phaeoacremonium scolyti STE-U 6096 (EU128036.1)
Phaeoacremonium scolyti STE-U 6095 (EU128035.1)
Phaeoacremonium scolyti STE-U 5955 (EU128034.1)
Phaeoacremonium griseorubrum STE-U 5958 (EU128027.1)
61 | Phaeoacremonium griseorubrum STE-U 5957 (EU 128026.1)
Phaeoacremonium amstelodamense CBS 110627 (KF764559.1)
Phaeoacremonium scolyti STE-U 5834 (EU128041.1)
-I Phaeoacremonium scolyti STE-U 5954 (U128042.1)
- Phaeoacremonium santali CBS 137498 (KU060816.1)
70| L Phaeoacremonium parasiticum STE-U 6093 (EU128033.1)
— Phaeoacremonium subulatum STE-U 6094 (EU128044.1)
Phaeoacremonium australiense STE-U 5960 (EU128021.1)
sg | Phaeoacremonium australiense STE-U 5961 (EU128022.1)
Phaeoacremonium australiense STE-U 5839 (EU128023.1)

46

ron)

96

93

21

16

~

4 Phaeoacremonium australiense STE-U 5838 (EU128024.1)

Phaeoacremonium australiense STE-U 5959 (EU128025.1)

Phaeoacremonium australiense CBS 113589 (KF764560.1)
Phaeoacremonium fuscum STE-U 5969 (EU128050.1)

15' Phaeoacremonium fuscum STE-U 6366 (|JEU128051.1)

ﬁ| Phaeoacremonium fraxinopennsylvanicum STE-U 6101 (EU128031.1)

Phaeoacremonium fraxinopennsylvanicum STE-U 6102 (EU128032.1)
Phaeoacremonium prunicola STE-U 5967 (EU128047.1)
Phaeoacremonium prunicola STE-U 5968 (EU128048.1)
Phaeoacremonium pallidum STE-U 6104 (EU128053.1)
Phaeoacremonium africanum STE-U 6177 (EU128052.1)
Phaeoacremonium argentinense CBS 777.83 (KF764569.1)
Phaeoacremonium viticola STE-U 5965 (EU128045.1)

98! Phaeoacremonium viticola STE-U 6180 (EU128046.1)
Phaeoacremonium griseo-olivaceum STE-U 5966 (EU128049.1)
Phaeoacremonium minimum STE-U 6088 (EU128014.1)

91

1 | Phaeoacremonium minimum STE-U 6089 (EU128015.1)

Phaeoacremonium minimum STE-U 6090 (EU128016.1)
Phaeoacremonium minimum STE-U 5836 (EU128017.1)
Phaeoacremonium minimum STE-U 5962 (EU128018.1)
98 | Phaeoacremonium minimum STE-U 5963 (EU128019.1)
Phaeoacremonium iranianum STE-U 6092 (EU128028.1)
Phaeoacremonium iranianum STE-U 6179 (EU128029.1)
- Phaeoacremonium minimum STE-U 5964 (EU128020.1)
Phaeoacremonium iranianum STE-U 6091 (EU128030.1)
4D-3C115I

499? Togninia sp. CBS 122684 (EU552160.1)
100 Togninia sp. CBS 122685 (EU552161.1)

Jattaea leucospermi (EU552127.1)
Chaetomium funicola CBS (EU552109.1)

Colletotrichum gloeosporioides CBS (EU552111.1)

43 _|
68

Trichothecium roseum (EU552162.1)
Bionectria cf. ochroleuca (EU552110.1)
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ANEXO XXXV — Curva rarefagcdo amostra A2 e A3

16
14
12

10

Riqueza
[0

e A3

0 4 8 12 16 20 24 28
Ne de isolados

Obs. As linhas tracejadas sdo os intervalos de confianga.
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ANEXO XXXVI — Curva rarefacdo amostra A2 e A4

20

18

16

14

12

10

Riqueza

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
N 2 de isolados

Obs. As linhas tracejadas sdo os intervalos de confianga.
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ANEXO XXXVII — Curva rarefacdo amostra A2 e A5

20
18
16

[
o N

Riqueza

o N b~ O o

02 46 8101214161820222426283032343638404244464850525456
Ne de isolados

Obs. As linhas tracejadas sdo os intervalos de confianga.
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ANEXO XXXVIII — Curva rarefacdo amostra A2 e A6

22
20
18
16
14
12
10

Riqueza

— D
— AL

o N b OO X

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80
N2 de isoaldos

Obs. As linhas tracejadas sdo os intervalos de confianca.
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ANEXO XL — Curva rarefagdo amostra A3 e A4

20

18

16

14

12

10
A3

Riqueza

.

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
N2 de isolados

Obs. As linhas tracejadas sdo os intervalos de confianga.
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ANEXO XLI — Curva rarefacdo amostra A3 e A5

22

Riqueza

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56
N2 de isolados

Obs. As linhas tracejadas sdo os intervalos de confianga.
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ANEXO XLII — Curva rarefagdo amostra A3 e A6

22
20
18
16
14
12

10 — A3

Riqueza

A6

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80
N2 de isolados

Obs. As linhas tracejadas sdo os intervalos de confianga.
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ANEXO XLIII — Curva rarefacdo amostra A4 e A5

—_—Al

Riqueza

s A5

o N B~ O

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57
N2 de isolados

Obs. As linhas tracejadas sdo os intervalos de confianga.
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ANEXO XLIV — Curva rarefacdo amostra A4 e A6

0 3 6 9121518212427303336394245485154576063666972757881
N2 de isolados

Obs. As linhas tracejadas sdo os intervalos de confianga.
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ANEXO XLV — Curva rarefacdo amostra A5 e A6

21

18

15

12

Riqueza

e A5
— A\ G

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80 84
N2 de isolados

Obs. As linhas tracejadas sdo os intervalos de confianca.
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