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RESUMO

O estudo de ambientes extremos, como o antartico, pode resultar na
descoberta de novos micro-organismos e novos produtos naturais de origem
microbiana, visto que ainda pouco se sabe sobre a diversidade e 0s recursos
genéticos presentes nesses locais. Estudos anteriores de prospeccdo microbiana
antartica ttm demonstrado que estes organismos representam um nicho potencial
de descoberta de novas enzimas, as quais podem apresentar propriedades de
interesse em diversos setores de importancia socio-econémica. Nesse contexto,
este projeto teve como objetivos avaliar as comunidades de fungos presentes em
diferentes amostras de solos antarticos e solos associados as raizes de Colobanthus
quitensis e Deschampsia antarctica, as duas Unicas plantas vasculares que ocorrem
na Antartica maritima, bem como selecionar novos recursos genéticos produtores de
enzimas ligninoliticas. Foram obtidos das seis amostras estudadas, 891 isolados de
fungos nas duas temperaturas de incubacéo utilizadas (5°C e 15 °C), sendo 141
provenientes de solos e 750 provenientes de solos associados as raizes das duas
plantas. Do total, 399 foram leveduras e 492 foram fungos filamentosos. O maior
namero de isolados foi obtido a partir de uma amostra de solo associado a raiz de C.
quitensis. Do total de micro-organismos, 35 apresentaram potencial para a producao
de lacase, e 3 apresentaram atividade enzimatica = 1 U L' para a enzima lignina
peroxidase. Os resultados revelaram a presenca de 39 diferentes taxa, com
representantes dos filos Ascomycota, Basidiomycota e “Zygomycota”, sendo 0s
géneros mais frequentes Pseudogymnoascus e Leucosporidium. As amostras de
solo associado as raizes das duas plantas apresentaram alta riqueza de espécies e
alta diversidade em comparag¢do com as amostras de solo, e a diversidade beta da
regido estudada foi alta, dado que diferentes locais apresentaram um menor
compartilhamento de espécies. A composicdo das comunidades microbianas foi
fortemente influenciada por seus locais de coleta. Fatores como a textura do solo e
teor de carbono parecem ter influéncia na composicdo das comunidades. A
temperatura foi um fator significante na composi¢cao das comunidades microbianas,
com um maior nimero de isolados e de diferentes taxa obtidos a 15 °C e a presenca
de cobertura vegetal no solo pareceu influenciar na diversidade observada. O
presente projeto permitiu a ampliacdo do conhecimento da diversidade de fungos
que habitam o ecossistema antartico, bem como possibilitou a obtencédo de fungos
provavelmente desconhecidos pela ciéncia (novas espécies e/ou géneros), além de
ter propiciado o isolamento de fungos produtores de enzimas ligninoliticas a baixas
temperaturas.



ABSTRACT

The study of extreme environments, such as the Antarctic, is a potential
source for the discovery of new microorganisms and new natural products, since little
is known yet about the diversity and the genetic resources present in these sites.
Previous studies related to microbial prospecting of antarctic fungi have been
showing that these organisms represent a potential niche for the discovery of new
enzymes, which can present properties of interest in several important social-
economic sectors. In this context, the aim of this work was to evaluate the fungi
communities from different soil and root-associated soil samples of Colobanthus
quitensis and Deschampsia antarctica, the only two species of vascular plants to
occur in the maritime Antarctica, as well as to select new genetic resources capable
of producing ligninolytic enzimes. From the six samples studied, it was obtained 891
isolates on both employed isolation temperatures (5°C and 15 °C), where 141 came
from soil and 750 came from root-associated soil. Three hundred and ninety-nine of
the total were yeasts and 492 were filamentous fungi. The highest number of isolates
obtained was from a root-associated soil sample of C. quitensis. From all isolates, 35
showed laccase production potential, and 3 presented enzymatic activity = 1 U L for
the enzyme lignin peroxidase. It was obtained 39 different taxa with representatives
of the phyla Ascomycota, Basidiomycota and “Zygomycota”, where the most frequent
genera were Pseudogymnoascus and Leucosporidium. The root-associated soill
samples showed high species richness and diversity in comparison to the soll
samples, and the beta diversity of the studied region was high, given that different
sites showed less species sharing. The microbial communities’ composition was
strongly influenced by their sampling locations, and factors like soil texture and
carbon content seemed to influence this composition. Temperature was significant
regarding microbial communities’ composition, with a high number of isolates and
different taxa obtained at 15 °C, and the presence of vegetation cover in soil seemed
to influence on the observed diversity. The present study allowed to broaden the
knowledge on the diversity of fungi that inhabit the antarctic ecosystem, made
possible the acquisition of fungi probably unknown by science (new species and/or
new genera), as well as made possible the isolation of ligninolytic enzymes
producing fungi at low temperatures.
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1 INTRODUCAO

A Antartica é o mais inalterado e o mais extremo dos continentes, e como tal,
abriga uma biodiversidade adaptada e diversificada. Os micro-organismos
geralmente compreendem a maioria da biomassa e da biodiversidade em
ecossistemas antarticos aquaticos e terrestres, particularmente em condicbes
climaticas mais extremas, sob as quais organismos superiores ndo conseguem
sobreviver (COWAN et al., 2010).

Nos ultimos anos tem crescido o interesse por fungos do ambiente antértico,
principalmente por pouco se conhecer sobre sua diversidade, o que torna possivel a
busca por novas espécies, e pelo pontencial biotecnolégico que os mesmos
apresentam. Os fungos que habitam o0 ecossistema antartico representam um
reservatério potencial de descoberta de novas enzimas, justamente por
apresentarem adaptacodes fisiologicas ao ambiente extremo em que vivem, as quais
podem apresentar propriedades de interesse em diversos setores de importancia
sécio-econdmica.

A peninsula Antartica € uma das regides que registra 0 maior aumento de
temperatura na terra, em consequéncia do aquecimento global, com um aumento de
0,56°C por década desde 1950 (ROYLES et al., 2013). Esse aumento de
temperatura pode provocar perturbacdes nos ecossistemas antarticos, podendo
levar a perda de micro-organismos endémicos e a mudancas na biodiversidade.
Dessa maneira, faz-se necessario conhecer tanto quanto possivel a diversidade de
micro-organismos nesse ambiente, para prever o impacto das mudancas climaticas
globais.

O presente projeto estd associado aos projetos Fapesp 2013/19486-0
coordenado pela Profa. Dra. Lara Sette (UNESP/Rio Claro) e PROANTAR CNPq
407816/2013-5 coordenado pela Prof. Vivian Pellizari (I0/USP) e objetivou a
avaliacdo da diversidade de fungos filamentosos e leveduras presentes nos
diferentes solos estudados, bem como a selecdo de novos recursos microbianos
antarticos produtores de ligninases.

Cabe destacar que a presente proposta de projeto se encaixa no Programa 2
“Biocomplexidade dos ecossistemas Antarticos, suas conexdes com a América do

Sul e as mudancgas climaticas” proposto no documento “Ciéncia Antértica para o
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Brasil - plano de agdo 2013-2022" elaborado pelo Comité Nacional de Pesquisas
Antérticas (CONAPA) do Ministério de Ciéncia, Tecnologia e Inova¢do (MCTI). O
plano de agao traz como missao “Desenvolver programa de pesquisa em exceléncia
sobre a regido antartica e suas conexdes com o0 oceano Atlantico e a América do
Sul, contribuindo para assegurar a permanéncia do Brasil como membro consultivo
do tratado da Antartica”. Para tanto, cinco programas de pesquisa foram propostos
visando investigar questfes cientificas de relevancia regional e/ou global e que
interagem entre si. O atendimento aos objetivos desses programas podera levar ao
aprimoramento da qualidade da producgao intelectual relacionada aos estudos
brasileiros da Antartica, adquirindo no processo um maior protagonismo nos féruns
antarticos internacionais, em especial no SCAR (Scientific Committee on Antarctic

Research).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A regido antartica

No dia primeiro de dezembro de 1959, doze nacdes (Africa do Sul, Argentina,
Australia, Bélgica, Chile, Estados Unidos, Franca, Japdo, Nova Zelandia, Noruega,
Reino Unido e Russia) assinaram o Tratado Antartico, que entrou em vigor em 23 de
junho de 1961. Com o tratado, a regido antartica passou a ser uma reserva natural
dedicada exclusivamente a paz, a liberdade para a pesquisa cientifica e a
cooperacao internacional, e sua militarizacdo, bem como sua utilizacdo para
explosfes nucleares e depdsito de dejeitos radioativos sédo terminantemente
proibidos. Desde 1959, o nimero de paises signatarios do tratado aumentou, e em
2011 j& eram 49 paises participantes (BRITISH ANTARCTIC SURVEY, 2012). O
Brasil aderiu ao tratado em 16 de maio de 1975, e passou a ser membro consultivo,
com poder de voto em reunides, em 27 de setembro de 1983 (ANTARCTIC TREATY
SECRETARIAT, 2011).

A regido antartica localiza-se abaixo do paralelo 60 °S e pode ser dividida em
trés sub-regides: a Antartica continental, a Antartica maritima e a zona subantartica
(Figura 1). A Antértica continental, um domo coberto de gelo que chega a atingir
alturas de até 4.250 metros, impde as mais rigorosas condicdes de vida. E neste
continente que se encontram as menores temperaturas registradas na terra. Sua
vegetacao inclui algas, liguens e musgos. A Antartica maritima, zona que abrange a
peninsula Antartica e ilhas vizinhas (South Orkney, South Shetlands e ilha South
Sandwich), apresenta clima mais ameno do que no continente, maior precipitacdo, e
possui verdes mais longos e mais quentes do que o continente. Nesta zona se
desenvolvem, além de algas, liqguens e musgos, duas espécies de angiospermas.
Por fim, a zona subantartica, incluindo ilhas espalhadas por uma vasta extensao de
oceano, suficientemente ao norte para ser livre de blocos de gelo durante o inverno,

é consequentemente mais quente durante todo o ano (BOLTER et al., 2002).
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Figura 1 - Localizacéo e limites da regido antartica (FPA, Frente Polar Antartica).
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A Baia do Almirantado (regido onde foram coletadas as amostras utilizadas
no presente trabalho), esta localizada na parte central da ilha Rei George. Esta ilha
faz parte do arquipélago das Shetland do Sul (sendo a maior delas), que esta

situado a 130 km a noroeste da peninsula Antartica, entre as latitudes 61° e 63°30’ S
e longitudes 53°55’ e 62°50’ W (Figura 2).
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Figura 2 - llhas Shetland do Sul, com ilha Rei George a direita.
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A ilha Rei George possui uma area de 1250 km?, entre as coordenadas 61°50’
e 62°15' S e 57°30’ e 59°00' W (NETO, 2001). A Baia do Almirantado configura uma
“Area Antartica Especialmente Gerenciada” (Figura 3). O objetivo especifico dessas
areas € de auxiliar no planejamento e coordenacdo das atividades cientificas e
logisticas, evitar possiveis conflitos, melhorar a cooperacdo entre os paises que
atuam na mesma &rea geografica e minimizar os impactos ambientais (SCIENTIFC
COMMITTEE ON ANTARCTIC RESEARCH, 1993).
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Figura 3 - llha Rei George, com Area Antartica Especialmente Gerenciada em destaque.
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2.2 Fungos de ambiente antartico

Os micro-organismos capazes de crescer a baixas temperaturas estao
distribuidos em éareas de regides polares, profundezas marinhas e montanhas. Os
termos psicrofilico e psicrotréfico sao utilizados para designacdo de micro-
organismos que se desenvolvem em temperaturas frias. Os fungos psicrofilicos séo
agueles capazes de crescer a 0 °C e que possuem 6timo crescimento a <15 °C e
temperatura maxima de crescimento de < 20 °C, e os psicrotroficos (ou
psicrotolerantes) sdo aqueles que podem crescer a 0°C e cuja maxima temperatura
de crescimento pode estar acima de 20 °C. A maioria dos micro-organismos
recuperados de amostras das regides artica e antartica sdo psicrotolerantes (RUISI
et al., 2007) e essa predominancia pode ser explicada pelo fato de que em alguns
periodos do ano a temperatura do solo pode chegar a 15 °C nestas regides
(MOLLER; DREYFUSS, 1996).

Em um ambiente tdo extremo e restritivo como o antértico, a diversidade de
uma maneira geral tende a ser menor quanto mais alta a latitude e, em alguns

sistemas, 0s ciclos biogeoquimicos e as cadeias alimentares chegam a ser
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exclusivamente formadas por micro-organismos, como nos solos minerais dos
desertos frios e em porgbes mais profundas de gelo glacial (VINCENT, 2000). Os
micro-organismos sdo o componente dominante da biomassa em ecossistemas
antarticos (POINTING et al., 2009; WYNN-WILLIAMS, 1996), desempenhando um
papel fundamental no transporte de energia e matéria organica e muitas vezes
constituem a base do funcionamento dos ecossistemas terrestres e aquaticos na
Antartica (CLARKE, 2003). Apesar disso, pouco é estudado sobre o papel dos
fungos de solo antartico como decompositores.

As comunidades microbianas antarticas sdo tema de grande interesse por
estarem sujeitas a longos periodos de isolamento com baixos niveis de perturbacéo.
Entretanto, pouco é conhecido sobre os niveis de endemicidade dentro dos diversos
grupos microbianos na Antartica, ou mesmo da presenca ou adaptacdes dentro da
populacdo de espécies invasoras. Estudos de diversidade microbiana da Antartica
ainda sao escassos (COWAN et al.,, 2014), e a diversidade microbiana nos solos
antarticos € pouco documentada (TEIXEIRA et al., 2010). Os fungos ocupam
diferentes nichos ecoldgicos na Antartica, e seu significado nesses nichos é pouco
compreendido (BRIDGE; SPOONER, 2012).

Os poélos terrestres estdo vivenciando uma rapida mudanca climatica que
possui implicacdes significativas, porém potencialmente diferentes, para a
diversidade do solo e o funcionamento do ecossistema nos respectivos pélos de
cada hemisfério. Na Antértica, as mudancas climaticas resultardo potencialmente na
perda de ecossistemas microbianos de solos, causada por mudancas na
temperatura e precipitacdo, bem como mudancas a longo prazo nos perfis edaficos
(SCHUUR et al., 2008).

O conhecimento da diversidade fungica e o potencial biotecnolégico destes
micro-organismos sao de extrema relevancia e estratégicos para o conhecimento da
dindmica dos ecossistemas antarticos e para a obtencdo de compostos naturais de
valor agregado (RAGUENES et al., 1997). Apesar disso, poucas pesquisas sobre
bioprospecc¢édo de novos compostos tém focado em fungos presentes em ambientes
anicos e/ou pouco explorados. Sendo assim, a busca por fungos extremofilos na
Antartica pode representar uma estratégia para encontrar novas rotas metabdlicas
em eucariotos, e consequentemente, novos compostos naturais, incluindo os
bioativos (SANTIAGO et al., 2012).
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Em toda a regido antartica ocorrem somente duas espécies de plantas
vasculares (Figura 4; PEAT et al.,, 2007), Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl
(Caryophyllaceae) e Deschampsia antarctica E. Desv. (Poaceae). Sua ocorréncia é
restrita a Antartica maritima, onde as temperaturas sao mais quentes e ha maior
disponibilidade de agua em comparacdo a Antéartica continental (VICTORIA et al.,
2013). Dado que a cobertura vegetal normalmente influencia a diversidade
microbiana no solo, para entender e conhecer essa diversidade na regido da
Antartica maritima, faz-se necessario coletar informacfes sobre a diversidade
associada ao solo adjacente as raizes das duas Unicas plantas vasculares
autéctones (TEIXEIRA et al., 2010).

Figura 4 - Plantas vasculares da Antartica: Deschampsia antarctica (A) e Colobanthus quitensis (B).

Fonte: Elaborado pela autora.

Existem alguns estudos sobre fungos endofiticos de D. antarctica e C.
quitensis (MOLLER; DREYFUSS, 1996; ROSA et al., 2009; ROSA et al., 2010; VAZ
et al., 2011; UPSON et al., 2009), porém, poucos relatam a diversidade microbiana
presente em solos associados as suas raizes (GONCALVES et al., 2015; VAZ et al.
2011 - rizosfera de D. antarctica) com predominancia para a diversidade de
bactérias (BARRIENTOS-DIAZ et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2010; TEIXEIRA et al.,
2013;) e fungos associados a raiz das duas plantas (UPSON, 2009).

Fungos filamentosos tém sido isolados de varios substratos na antartica,
como macroalgas (GODINHO et al., 2013; FURBINO et al., 2014), solos (ARENZ et
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al., 2006; CONNELL et al., 2006; COWAN et al., 2014; GODINHO et al., 2015), solos
ornitogénicos (GONCALVES et al., 2015), madeira (ARENZ et al., 2006), musgos
(MCRAE et al., 1999; TOSI et al., 2002), neve (DE MENEZES et al., 2017), folhas de
C. quitensis e D. antarctica (SANTIAGO et al., 2012), fundo de lagos (BRUNATI et
al., 2009), sedimentos marinhos (INFORSATO, 2017), ninhos de skuas, petréis e
penguins de Adélia (MCRAE et al., 1999), liquens (SANTIAGO et al., 2015), salpa e
ossos de baleia (NOBRE, 2012), agua do mar (VAZ et al., 2011) e esponjas
(HENRIQUEZ et al., 2014).

Os fungos filamentosos da Antartica sdo em sua maioria ascomicetos, e 0s
géneros Pseudogymnoascus e Mortierella tém sido frequentemente reportados
(BRUNATI et al., 2009; GODINHO et al., 2013; DING et al., 2016; GODINHO et al.,
2015; TSUJI et al., 2016; ARENZ ; BLANCHETTE, 2011). Outros géneros reportados
no ambiente antartico sdo Acremonium, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium,
Penicillium, Trichoderma, Arthrobotrys, Phoma, Hormoconis, Dacrymyces, Exidia,
Chaetomium, Stemphylium, Curvularia, Memnoniella, Paecilomyces, Alternaria,
Beauveria, Botrytis, Thelebolus, Antarctomyces, Engyodontium, Eurotium,
Cadophora, Peniphora, Trametes e Cosmospora (SINGH et al., 2006; SHARMA et
al., 2000; ARENZ et al., 2006; BRUNATI et al., 2009; GODINHO et al., 2013;
GONCALVES et al., 2015).

Quanto as leveduras, ao contrario dos fungos filamentosos, a maioria das que
ocorre na Antartica sdo basidiomicetos. As leveduras também tém sido isoladas de
uma vasta gama de substratos, como fundo de lagos (BRUNATI et al, 2009), solos
(ARENZ et al, 2006; THOMAS-HALL et al, 2010; ARENZ; BLANCHETTE, 2011,
CARRASCO et al, 2012; VIANNA, 2016), lagos subglaciais (PETIT et al, 2005),
macroalgas (FURBINO et al, 2014; DUARTE et al, 2016; GODINHO et al, 2013),
musgos (TOSI et al, 2002), folhas de D. antarctica e C. quitensis (SANTIAGO et al,
2017), liquens (SANTIAGO et al, 2015; DUARTE et al, 2016), esponjas (DUARTE et
al, 2013; VACA et al, 2013) e agua do mar (VAZ et al, 2011).

Um género de leveduras muito comumente reportado na Antartica é
Cryptococcus (ARENZ et al., 2006, BUZZINI et al., 2012; CONNEL et al., 2008;
FURBINO et al, 2014; LUDLEY; ROBINSON, 2008; SANTIAGO et al, 2017). Outros
géneros reportados sdo Leucosporidium, Debaryomyces, Dipodascus, Malassezia,

Sporidiobolus, Rhodotorula, Bullera, Candida, Sporobolomyces, Holtermanniella,



25

Tremella, Cystofilobasidium, Guehomyces, Metschnikowia, Meyerozyma e Mrakia
(ARENZ et al., 2006; DI MENNA, 1960; DUARTE et al, 2013; MARIA et al., 2005;
RAY et al., 1989; TURKIEWICZ et al., 2005).

Em estudos recentes realizados pelo grupo de pesquisa da Profa. Lara Sette,
fungos filamentosos representantes dos géneros Acremonium, Cadophora,
Cercospora, Cladosporium, Cosmospora, Pseudogymnoascus, Trichoderma,
Oidiodendron, Penicillium, Pseudeurotium e Thelebolus (BARATO, 2014), e
leveduras dos géneros Bulleromyces, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces,
Cystofilobasidium, Guehomyces, Leucosporidium, Malassezia, e Rhodotorula

(VIANNA, 2016) foram recuperados de amostras marinhas e terrestres da Antértica.

2.3 Aplicacao biotecnolégica de micro-organismos da Antértica

A exploracéo da diversidade biologica de forma sustentavel pode resultar em
beneficios para a humanidade, incluindo avancos no tratamento de doencas,
desenvolvimento de novos produtos e processos, melhoria de alimentos,
recuperacdo e tratamento de areas impactadas por compostos poluentes, entre
outros.

Ambientes extremos como o da Antartica podem conter micro-organismos de
importancia biotecnolégica, visto que tais organismos estdo adaptados ao frio e sdo
fontes potenciais de enzimas com atividade em temperaturas brandas (JOSEPH et
al., 2007). A aplicacdo destas enzimas pode acarretar economia para 0 setor
industrial devido a diminuicdo do consumo de energia elétrica (GERDAY et al.,
2000).

A descoberta de novos produtos a partir de micro-organismos
psicrofilicos/psicrotroficos pode movimentar a bioeconomia. As enzimas estudadas
no presente projeto possuem aplicacdes potenciais nos setores alimenticio, quimico,

agricola, téxtil, papeleiro, ambiental e de biocombustiveis.

2.4 Ligninases

As ligninases ou enzimas ligninoliticas pertencem ao grupo das oxidases e

peroxidases e sdo responsaveis pela quebra das estruturas aromaticas e das
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ligagbes entre as unidades bésicas da lignina (Figura 5). Dentre as enzimas
ligninoliticas, trés se destacam pela participacdo na degradacdo da lignina e pela
aplicacado biotecnologica em diversos setores industriais (MACIEL et al., 2010):
lignina peroxidase (EC 1.11.1.14 — LiP), manganés peroxidase (EC 1.11.1.13 - MnP)
e lacase (EC 1.10.3.2 - Lac). Em adicdo, por ndo serem especificas, estas enzimas
sdo capazes de oxidar uma ampla variedade de poluentes ambientais de dificil
degradacédo, como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS), os corantes
téxteis e os agrotoxicos (SETTE et al., 2008).

As lignina peroxidases podem ser usadas na industria de alimentos como
fontes de compostos arométicos naturais e para a producéo de vanilina; na industria
papeleira como descolorantes da polpa de celulose e no tratamento de efluentes de
fabricas; na industria téxtil como descolorante de corantes; podem ser utilizadas para
a sintese de compostos funcionais na industria farmacéutica e no desenvolvimento
de produtos cosméticos (MACIEL et al., 2010).

Figura 5 - Estrutura de uma molécula de lignina e suas moléculas precursoras (alcoois p-cumarilico,
coniferilico e sinapilico.
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Fonte: Christopher et al, 2014.

As manganés peroxidases podem ser utilizadas na producdo de aromas
naturais aromaticos, no branqueamento da polpa de celulose, na degradacdo de
corantes, na biorremediagcdo de DDT, PCB e TNT, na polimerizagcao de acrilamida,

entre outras aplicacdes na area de nanotecnologia (MACIEL et al., 2010).
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As lacases apresentam uma vasta gama de aplicacdes industriais, como na
industria alimenticia, por sua capacidade de polimerizar moléculas, sendo utillizada
para melhorar ou modificar a aparéncia da cor de alimentos ou bebidas, e pela
eliminacdo de compostos fenodlicos indesejados, responsaveis por escurecer sucos
de frutas. Também possuem papel importante na indastria papeleira, por ser capaz
de despolimerizar a lignina e deslignificar a polpa da madeira no processo de
biopolpacdo. Da mesma forma, as lacases vém sendo utilizadas no setor
farmacéutico, participando da sintese de anestésicos, sedativos e anti-inflamatorios
(PANNU KAPOOR, 2014). Além das aplicagbes citadas anteriormente, as lacases
sdo igualmente empregadas na degradacdo de xenobidticos, descoloracdo de

corantes, tratamento de efluentes e como biosensores (VISWANATH et al., 2014).

2.5 Enzimas adaptadas ao frio

Baixas temperaturas inibem fortemente as taxas das reacfes quimicas, e 0
principal desafio enfrentado pelos micro-organismos psicréfilos € manter uma taxa
apropriada para reacdes catalizadas por enzimas que estdo envolvidas em
processos celulares essenciais. Isso € alcancado através da sintese de enzimas
ativas a baixas temperaturas, chamadas de enzimas psicrofilicas (GERDAY et
al.,1997), porém termoldbeis, com uma atividade até dez vezes superior em baixas
temperaturas em comparacdo com as suas homologas mesofilicas (Figura 6). Essa
€ a principal adaptacao fisiolégica em nivel enzimatico que esses micro-organismos
apresentam (FELLER; GERDAY, 2003).

Estudos comparativos de varios modelos de proteinas e estruturas cristalinas
mostraram que as enzimas psicrofilicas tendem a exibir uma atenuacdo da forca e
do numero de fatores estruturais conhecidos para estabilizar as moléculas de
proteina. As substituicbes de aminoacidos acarretam mudancas nas caracteristicas
estruturais que ocorrem em enzimas adaptadas a baixas temperaturas, como
diminuicbes nos residuos de prolina, interacdes aromaticas e pares de ions, uma
redistribuicdo de residuos que facilitam a interacdo com o solvente e a reducéo de
aminoacidos hidrofébicos (HUSTON, 2008).

Muitas enzimas psicrofilicas sdo caracterizadas por uma flexibilidade

aumentada de pelo menos uma parte de sua estrutura, permitindo a alta atividade a
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baixas temperaturas (COLLINS et al., 2008). A atividade especifica das enzimas
psicrofilicas é maior do que a de seus pares mesofilicos a temperaturas entre 0-30°C
(GERDAY et al., 2000). Em enzimas psicrofilicas, a cavidade catalitica € geralmente
maior e mais acessivel aos ligantes do que em enzimas mesofilicas, o que possibilita
a acomodacdo do substrato a um baixo custo energético, e também facilita a
liberacdo e a saida dos produtos da reacédo (FELLER; GERDAY, 2003).

Figura 6 - Atividade dependente da temperatura. Atividade de enzimas psicrofilicas (pontos vazios e
linhas azuis) e mesofilicas (pontos cheios) verificada em diferentes temperaturas ilustra uma das
principais propriedades das enzimas adaptadas a baixas temperaturas: a alta atividade especifica a
baixas temperaturas.
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Fonte: Feller; Gerday, 2013.

Essas propriedades fazem com que as enzimas psicrofilicas possuam alto
potencial de aplicacdo biotecnolégico. Como exemplos pode-se citar a a-amilase,
usada na fabricacdo de pées e cerveja, téxteis e detergentes, as celulases e as
ligninases, usadas na industria téxtil e na industria de polpa e papel, a B-
galactosidase, que elimina a lactose do leite, lipases, proteases e xilanases
(CAVICCHIOLI et al., 2002).

Além de apresentar potencial biotecnolégico, as enzimas adaptadas ao frio
funcionam em ambientes frios e durante o inverno, possibilitando um maior
rendimento nas reacdes e minimizando reacdes quimicas indesejaveis que podem

ocorrer a altas temperaturas (FELLER, 2013).
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2.6 O solo como ambiente para a vida microbiana

O solo constitui um sistema biologico dinamico e € considerado o principal
reservatorio da biodiversidade. Nele é possivel observar uma estreita rede de inter-
relacbes dos organismos presentes, sendo essa rede essencial para a manutencao
da ciclagem de nutrientes neste ambiente complexo, o qual apresenta caracteristicas
gue o tornam unico na biosfera (CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

O solo se estrutura de maneira descontinua e heterogénea, o que possibilita a
ocorréncia de micro-habitats que variam entre si em funcdo de suas caracteristicas
fisico-quimicas e de sua disponibilidade de nutrientes. Essa variacdo também pode
ser temporal e espacial. A formacdo desses micro-habitats se encontra associada
com a formacdo de agregados de solo. Estes agregados s&o constituidos por
diferentes propor¢des de areia, argila e silte, que agem como um suporte fisico para
a aderéncia microbiana e propiciam diferentes condicbes de aeracdo e
disponibilidade de nutrientes aos micro-organismos. Por estas razfes ha a
coexisténcia de milhares de micro-organismos nessas regides, 0s quais apresentam
metabolismos diversos (CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

A heterogeneidade do solo também € vista quanto a disponibilidade de
nutrientes. Em geral, o solo € um ambiente oligotréfico, porém apresenta “hot spots”,
zonas que possuem uma alta atividade biolégica devido a presenca de fontes
nutricionais biodisponiveis. Exemplos de “hot spots” do solo sdo as regides de
acumulo de matéria organica e as fracdes do solo mais proximas a raiz das plantas,
conhecidas como rizosfera (CARDOSO; ANDREOTE, 2016). A rizosfera € a porcéo
do solo onde processos mediados por micro-organismos estdo sob a influéncia do
sistema radicular da planta; solo a dois milimetros de distancia da raiz (informacgéo
verbal)?.

As raizes e 0 solo proximamente associado a elas formam um ambiente
distinto do solo e propiciam um microhabitat onde micro-organismos do solo e das
raizes se sobrepoem (JUMPPONEN et al., 2003). O conhecido e bem estudado
“efeito rizosfera” descreve o fendmeno no qual, em comparagcdo com o solo (“bulk

soil”), a atividade e a biomassa microbianas sofrem um aumento como resultado da

1 Informacdo fornecida pelo Dr. Fernando Andreote, membro da banca de defesa de

dissertacéo da autora.
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liberacdo de exsudatos pelas raizes das plantas (Quadro 1; SORENSEN, 1997,
RAAIJIMAKERS et al., 2009). Dessa forma, a quantidade de micro-organismos na
rizosfera e no solo associado a raiz pode ser mais de mil vezes maior que no solo
sem presenca radicular (CARDOSO; NOGUEIRA, 2007).

A maioria dos micro-organismos da rizosfera fazem parte de uma complexa
cadeia alimentar que utiliza a grande quantidade de nutrientes liberada pela planta.
Dado que esses rizodepositos sdo uma importante forca motriz na regulacdo da
diversidade microbiana e sua atividade nas raizes das plantas, Cook et al. (1995)
postularam que as plantas possivelmente modulam o microbioma da rizosfera em
seu beneficio, seletivamente estimulando micro-organismos com caracteristicas que
sdo benéficas para o crescimento e a saude da planta (MENDES et al., 2013).
Outros autores argumentam gue 0s exsudatos sdo passivamente liberados pelas
plantas (DENNIS et al., 2010; JONES et al., 2009).

As interacdes que ocorrem na rizosfera podem ser de natureza comensal,
passando pelas associacGes protocooperativas e amensais, até as simbioses, que
podem ser de natureza mutualista ou parasita. Uma das associacdes simbidticas
mais estudadas entre plantas e micro-organismos sao as micorrizas, associacfes
mutualisticas que se estabelecem quando o fungo penetra no sistema radicular,
invadindo o cortex inter e/ou intracelularmente, estabelecendo relacdes tréficas com
a planta (ANTONIOLLI; KAMINSKI, 1991). Existem 3 principais tipos de micorrizas:
micorrizas arbusculares (formadas por fungos do filo Glomeromycota),
ectomicorrizas e micorrizas ericéides (formadas por fungos dos filos Ascomycota e
Basidiomycota) (BERBARA et al., 2006; SOUZA et al., 2004). Dessa maneira, varias
interacOes ecofisioldgicas ocorrem no ambiente da rizosfera e 0 que se observa
como crescimento e producao vegetal € o resultado dessas interacdes, favorecendo
ou prejudicando a plena expressado do potencial genético da planta (CARDOSO;
NOGUEIRA, 2007)
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Quadro 1 - Compostos organicos, inorganicos e enzimas de origem vegetal encontrados na rizosfera
de varias espécies de plantas.

Acidos , N Purinas, . L lons

organicos Aclcares Vitaminas nucleosideos Enzimas Aminoéacidos | inorganicos
e gases

citrico glicose biotina adenina fosfatases todos os 20 HCOs3

oxalico frutose tiamina guanina acidas e aminoacidos OH-

malico galactose niacina citidina alcalinas H*

fumarico maltose pantotenato  uridina invertase CO2

succinico ribose riboflavina amilase H2

acético xilose protease

butirico ramnose

valérico arabinose

glicolico rafinose

piscidico desoxirribose

férmico oligossacarideos

aconitico

latico

piravico

glutarico

maldnico

aldbnico

eritrénico

tetrénico

Fonte: Cardoso; Nogueira, 2007.

A rizosfera, por abrigar uma grande quantidade de micro-organismos, possui
um potencial biotecnolégico muito grande, devido aos mais diversos tipos de
metabolismo que esses micro-organismos apresentam. Alguns representantes da
microbiota da rizosfera de vérias plantas podem atuar como agentes de controle
bioldgico, como o fungos do género Trichoderma, produzindo enzimas e metabdlitos
secundarios de interesse. Existem também 0s micro-organismos que atuam como
promotores de crescimento vegetal, como por exemplo bactérias do género
Pseudomonas e fungos do género Trichoderma, além de linhagens ndo patogénicas
de Fusarium oxysporum. Estes, por atuarem como biofertilizantes, oferecem uma
oportunidade de substituir fertilizantes quimicos e pesticidas (HALDAR; SENGUPTA,
2015).
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3 OBJETIVOS
Avaliar as comunidades de fungos presentes em diferentes amostras de solos
(solos e solos associados as raizes de C. quitensis e D. antarctica) da Antartica e
acessar seu potencial biotecnolégico.
3.1 Objetivos especificos
3.1.1 Avaliacéo da diversidade de fungos filamentosos e leveduras
a) Caracterizar a diversidade e a estrutura das comunidades de fungos dos
solos antarticos;
b) Correlacionar as caracteristicas fisico-quimicas dos solos com a diversidade
das amostras.

3.1.2 Obtencédo de micro-organismos com potencial biotecnoldgico

a) Selecao de fungos filamentosos e leveduras produtores de lacase, manganés-
peroxidase e/ou lignina-peroxidase.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Avaliacao da diversidade de fungos filamentosos e leveduras

4.1.1 Isolamento de micro-organismos de solos antarticos

Foram isolados e estudados micro-organismos provenientes de amostras de
solo da Antartica e solo associado as raizes das plantas Colobanthus quitensis e
Deschampsia antarctica. As coletas foram feitas pela Profa. Dra. Lara Sette em
janeiro de 2015, durante a fase IV da OPERANTAR XXXIII na regido da Baia do
Almirantado, Ilha Rei George (Tabela 1; Figura 7). Foram coletadas trés amostras de
cada ponto de coleta (5 cm de profundidade para as amostras de solo; raiz com
aproximadamente 5 cm de solo agregado para as duas plantas). Para os solos
associados as raizes das plantas, foram coletadas trés plantas de cada espécie
(Colobanthus quitensis e Deschampsia antarctica) por local de coleta. Todas as
amostras foram colocadas em sacos plasticos estéreis e armazenadas sob
refrigeracdo (4°C) durante dois meses até o processamento das mesmas para o
isolamento. Para esta etapa, para cada local de coleta as trés amostras foram

misturadas entre si para formar amostras compostas.

Tabela 1 - Pontos de coleta das amostras de solo e solo associado as raizes de C.
quitensis e D. antarctica durante a fase IV da OPERANTAR XXXIII

Local da . Coordenada Temperatura
Data Tipo de amostra e o
coleta geografica (°C)
Yellow Point 62° 04.479'S; 58° 3,6
(Amostra 1) 17/01/15  Solo amarelado 23 726'W
Yellow Point 62" 04.479'S; 58° 2,5
17/01/1 | ’
(Amostra 2) f01/15  Solo escuro 23.726'W
Punta Solo associado a raiz . o Eoe 3,6
Hennequin 21/01/15  de Colobanthus 62 07',2163‘ 58
. . 23.677'W
(Amostra 3) quitensis
Punta ' Solo assomado. araiz 62° 07.216'S: 58° 3,5
Hennequin 21/01/15  de Deschampsia \
. 23.677'W
(Amostra 4) antarctica
PuntaPlaza o0 f;;"g:ffﬁ;’iﬁd;j‘ A2 620 05.363'S; 58° 6.4
(Amostra 5) champ 24.691'W
antarctica
Solo associado a raiz 6,3
Punta Plaza 62° 05.363'S; 58° '
18/01/1 | h ’
(Amostra 6) 8/01/15  de Colobanthus 24.691'W
quitensis

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 7 - Locais de coleta das amostras durante a fase IV da OPERANTAR XXXIII (verdo 2015). Os
pontos 1, 2 e 3 representam os locais de coleta. 1-Punta Plaza, 2-Yellow Point e 3-Punta Hennequin.

s L 28723 2720

Fonte: Adaptado de Simdes et al. (2004).

Para o isolamento foram adicionados, separadamente, 12,5 gramas de solo e
6,25 gramas de solo associado as raizes das duas plantas em Erlenmeyers
contendo 112,5 mL de meio minimo de Savitha (KH2PO4 7 g.Lt, Na2HPO4 2 g.L?,
MgSOs . 7H20 1,5 g.L%, extrato de levedura 1 g.L?, CaClz . 2H20 0,1 g.L?, FeClz .
4H20 0,008 g.Lt, ZnSO4 . 7H20 0,0001 g.L?, tartarato de amonio 1,5 g.Lt). Como
fonte extra de carbono foram adicionados as amostras 0,2% de palha de arroz e
bagaco de cana esterilizados, em experimentos realizados separadamente. Os doze
Erlenmeyers (seis contendo as seis amostras com bagaco de cana e seis contendo
as seis amostras com palha de arroz) foram colocados sob agitacdo em shaker a
140 rpm e incubados em duas temperaturas diferentes, 5°C e 15°C, durante uma
semana. Apos esse periodo, 200 uL de cada amostra, com diluicées de 101 e 103,
foram utilizados para isolamento em placas de Petri pelo método de espalhamento.

Foram utilizados quatro meios de cultura solidos: MA2%: extrato de malte 20
g.L, &gar 15 g.Lt; MA2% 10x diluido: extrato de malte 2 g.L, agar 15 g.L%; BSA
(Basidiomycete-select agar) (adaptado de ARENZ et al., 2006): extrato de malte 15
g.L%, extrato de levedura 2 g.L, agar 15 g.L, acido latico 2 g.L* (adicionado apds
autoclavagem) e B&K: glicose 10 g.L?, peptona 2 g.L?, extrato de levedura 1 g.L?,
agar 20 g.L1, acrescido de guaiacol 4mM apds autoclavagem. Foram adicionados
estreptomicina (0,01 g.L!) e cloranfenicol (0,1 g.L!) a todos os meios, apés a



35

autoclavagem dos mesmos. O periodo de incubagédo das placas foi de dois meses
para as duas temperaturas acima mencionadas.

Os isolados obtidos foram purificados e preservados utilizando dois métodos
distintos: ultracongelamento a -80 "C (em glicerol 10%) e Castellani (preservacéo em

agua esterilizada a 4 °C).

4.1.2 Caracterizagéo fisico-quimica das amostras de solos

As amostras coletadas de solos e solos associados as raizes das duas
plantas foram submetidas a analises de pH, granulometria e mineralogia em
colaboracdo com a Prof. Dra. Nadia Regina do Nascimento (Laboratério de Analises
de Formacdes Superficiais (LAFS) IGCE/UNESP de Rio Claro) e a Prof. Dra. Célia
Regina Montes (Nucleo de Pesquisa em Geoquimica e Geofisica da Litosfera —
NUPEGEL, ESALQ/USP, Piracicaba).

4.1.2.1 Granulometria

O método da pipeta de Robinson adaptado por Camargo et. al. (2009) foi
utilizado para as analises de granulometria. Os seguintes intervalos granulométricos
foram considerados: 2-0,05 mm — areia; 0,05-0,002 mm - silte, e menor que 0,002
mm — argila. Para remover a matéria organica presente nas amostras, foi realizado
um pré-tratamento com peroxido de hidrogénio em banho maria a 40°C. A classe
textural de cada amostra foi determinada de acordo com o triangulo proposto pelo
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) (CAMARGO et al., 2009).

4.1.2.2 Determinacao do teor de ferro e aluminio

Trés métodos distintos foram utilizados para a determinacdo dos teores de
ferro (Fe) e aluminio (Al) nos solos amostrados: método do citrato-ditionito-
bicarbonato (CDB), método do pirofosfato de sddio e método do oxalato de amonia.

O meétodo do citrato-ditionito-bicarbonato extrai o ferro e aluminio ativos ou
livres no solo, ou seja, 6xidos de ferro/aluminio cristalinos e de baixa cristalinidade

e/ou nao cristalinos (WOLTER, 2010). Para realizar a determinacéo dos teores de
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ferro e aluminio por este método, o reativo da extracdo foi preparado através da
dissolucéo de 78,429 de tricitrato de sédio e 9,349 de bicarbonato de sédio em 1L de
agua miliQ. Foram colocados 50 mL de reativo e 1g de solo previamente triturado
em tubos tipo falcon. Os tubos foram deixados em banho maria a 80°C por 15
minutos e agitados manualmente em intervalos de 5 minutos. Seguidamente, um
grama de ditionito de sédio foi adicionado e os tubos foram novamente deixados em
banho maria a 80°C por 30 minutos (agitados manualmente em intervalos de 5
minutos). Subsequentemente, a centrifugacdo dos tubos foi realizada durante 6
minutos a 4200 rpm. O sobrenadante foi filtrado e transferido para um baldo
volumétrico de 100 mL. Os residuos que ficaram no fundo dos tubos foram lavados
com 25 mL de agua miliQ, e estes foram novamente centrifugados (6 minutos, 4.200
rom), filtrados e transferidos para o baldo volumétrico. O volume do baldo foi
ajustado para 100 mL. As extracdes foram armazenadas em tubos plasticos opacos
sob refrigeragéo.

O método do pirofosfato de sodio extrai preferencialmente os O0xidos de Fe e
Al ligados a matéria organica presente no solo (VENDRAME et al., 2011). O reativo
dessa extracao foi preparado através da dissolucdo de 44,6g de pirofosfato de sédio
em 1L de dgua miliQ. Foram adicionados 0,5g de solo triturado em tubo (envolto por
papel aluminio) contendo 50 mL do reativo e este foi colocado sob mesa agitadora
por 12 horas. ApOs a agitacdo, a solucdo foi centrifugada a 18.000 rpm por 20
minutos, filtrada e transferida para um baldo volumétrico de 100 mL. Vinte e cinco
mililitros de agua miliQ foram adicionados ao residuo no fundo do tubo, e este foi
novamente centrifugado (18.000 rpm, 20 minutos). Seguidamente, o sobrenadante
foi filtrado e transferido para o baldo volumétrico. Este teve seu volume completado
até 100 mL com agua miliQ. As extracdes foram armazenadas em tubos plasticos
opacos sob refrigeragao.

O Fe e o Al que constituem oxidos de baixa cristalinidade séo extraidos pelo
método do oxalato de aménia (VENDRAME et al., 2011). Para essa extragdo, o
reativo foi preparado através da dissolucdo de 16,11g de oxalato de amoénia e
10,929 de acido oxalico em 1L de agua miliQ, formando uma solucdo de 0,2M. Um
grama de solo foi adicionado em tubo tipo falcon contendo 40 mL da solugdo com o
reativo. Como a reacdo era fotossensivel, os tubos foram envoltos em papel

aluminio e colocados sob mesa agitadora por 4 horas. Posteriormente, a solucéo foi
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centrifugada (4.200 rpm, 6 minutos). As extragdes foram armazenadas em tubos
plasticos opacos sob refrigeracao.

Os outros metais (célcio (Ca), cadmio (Cd), chumbo (Pb), cromo (Cr),
magneésio (Mg), manganés (Mn), niquel (Ni) e zinco (Zn)) foram quantificados no
laboratério da Prof. Dra. Célia Montes, utilizando espectofotdbmetro por emisséo
optica ICP — Horiba, modelo Ultima 2 ICP.

4.1.3 Extracdo de DNA

A extracao de DNA dos fungos filamentosos foi feita de acordo com Mdller et
al (1992) e Gerardo et al (2004), com modificacdes. Foram adicionados 500 L de
tampéao de lise (TES, Tris 100mM, EDTA 10mM e SDS 2%, pH 8, esterilizacdo por
filtracdo) e duas espéatulas cheias de esferas de vidro (425-600 um) a microtubos
tipo eppendorf. Em seguida, as amostras de fungos filamentosos foram adicionadas
aos microtubos, assim como 5 pL de proteinase K (20 mg.mL™?), e estes foram
agitados em vortex por 4 minutos.

Os microtubos foram incubados a 65°C durante 30 minutos, e em seguida
agitados em vortex por 4 minutos. ApGs esta etapa de lise, foram adicionados 140
pL de NaCl 5M e 64 pL de CTAB 10%. Os microtubos foram invertidos 25 vezes e
incubados a 65°C por 60 minutos. Ap0s o periodo de incubacdo, estes foram
agitados em vortex durante 4 minutos e centrifugados a 10.000 rpm por 30
segundos. Em seguida foram adicionados 600 pL de cloroférmio:alcool isoamilico
(proporgéo 24:1) e os microtubos foram invertidos 25 vezes.

ApoOs a agitacdo, os microtubos foram centrifugados por 10 minutos, a 12.000
rpm, e o sobrenadante (aproximadamente 450 pL) recolhido. Foram adicionados 300
puL de isopropanol 100% gelado e 50 pL de acetato de sédio 3M, pH 5,2, e os
microtubos novamente invertidos 25 vezes. Estes foram centrifugados a 10.000 rpm
por 10 minutos, e o isopropanol foi removido por inversao Unica. Subsequentemente,
foram adicionados 600 pyL de etanol 70% gelado e os microtubos centrifugados a
10.000 rpm durante 10 minutos. O etanol foi removido por inversdo unica e os tubos
foram deixados em repouso para completa evaporacdo do etanol. O material foi
ressuspendido com 30 pL do tampé&o TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) e estocado a -

20°C até a sua utilizacéo.
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O DNA dos isolados de leveduras foi extraido de acordo com protocolo
modificado de Sampaio et al. (2001) e Almeida et al. (2005). Para tanto, 500 pL de
solucdo de lise (Tris 50 mM, EDTA 50 mM, NaCl 250 mM, SDS 0,3%, pH 8,
esterilizacdo por filtracdo) e duas espatulas cheias de esferas de vidro foram
adicionados a microtubos tipo eppendorf. As amostras de leveduras foram
adicionadas aos microtubos, estes foram agitados em vértex por 4 minutos e
incubados em banho maria por uma hora a 65°C. Apés o periodo de incubacéo, os
microtubos foram centrifugados a 13.000 rpm durante 15 minutos, e a fase aguosa
(aproximadamente 400 pL) foi recuperada. O DNA bruto foi estocado a -20°C até a

sua utilizagao.

4.1.4 Fingerprinting genético — microssatélite (MSP-PCR)

A técnica de microssatélite (fingerprinting genético) foi aplicada apenas para
as leveduras isoladas dos diferentes solos da Antartica. Para as reacfes de
microssatélite foi utilizado o método adaptado de Meyer et al. (1993). Desse modo, o
DNA foi diluido na proporgcdo 1:750. Em tubos tipo eppendorf de 0,5 mL foram
adicionados 20 pL de uma solugcdo mix anteriormente preparada: 4 uL de dNTPs
1,25mM cada; 5 pL de buffer 5x (tampéo da Taq); 2 uL de MgCl2 25mM; 1,5 pL do
primer (GTG)s 10 uM; 7,3 uL de agua miliQ; 0,2 puL de Taq (5U) e 5 uL do DNA
previamente diluido. Para a reacgao foi utilizado o programa “MSP-PCR” (95°C/3
minutos; seguido de 40 ciclos a 93°C/45 segundos, 50°C/1 minuto, 72°C/1 min e
extensao final de 72°C/6 minutos, 10°C/«). Para confirmagao dos produtos formados
na reacao foi preparado um gel de agarose 1,4% em TBE 0,5%, acrescido de 5uL do
corante Nancy 520 DNA Gel Stain (Sigma), para 100 mL de gel. Como padréao de
peso molecular foi utilizado o DNA Ladder 1kb (Promega). A corrida eletroforética foi
realizada sob as seguintes condi¢cdes: 90V por 3 horas e 30 minutos, em tampao
TBE 1X (Tris 10,8 g.L™?, acido boérico 5,5 g.L 1, EDTA 0,83 g.L?, pH 8,2).

Os diferentes fingerprints obtidos foram considerados como diferentes
unidades taxondmicas, e fingerprints iguais foram considerados como uma Unica
unidade taxon6mica. Um representante de cada perfil genético foi aleatoriamente

selecionado para o sequenciamento.



39

4.1.5 Sequenciamento de marcadores taxondmicos do DNA ribossomal

Para os estudos de diversidade dos fungos filamentosos foi realizado o
sequenciamento da regido ITS1-5.8S-ITS2 (internal transcribed spacer), usando os
primers ITS4 e ITS5 (GELFAND et al., 1990). Os isolados obtidos foram separados
em morfotipos nos meios MA2% e PDA (potato dextrose agar). Os isolados obtidos
em meio MA2% foram repicados em meio PDA e aqueles obtidos nos meios B&K,
BSA e MA2%10x diluido foram repicados em MA2%, a fim de facilitar sua separacéo
de acordo com a morfologia. O critério utilizado para separar os morfotipos foi a
macromorfologia das col6nias (observacdo do micélio e conidiéforo) em microscépio
estereoscopico (Leica EZ4). Um representante de cada um dos morfotipos foi
aleatoriamente selecionado para a identificagdo molecular. Para as leveduras foi
realizado o sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior do rRNA,
utilizando os primers NL1 e NL4 de acordo com Kurtzman e Robnett (1998).

Como apenas um representante de cada morfotipo (no caso dos fungos
filamentosos) e de cada fingerprint (no caso das leveduras) foram sequenciados,
inferiu-se que os outros isolados agrupados juntamente com cada representante dos
diferentes morfotipos e fingerprints possuem a mesma identidade, portanto, sendo a
mesma espécie.

O método de sequenciamento utilizado foi o método de Sanger. Foram
preparadas duas solu¢gdes mix diferentes, uma com o primer forward e outra com o
primer reverse. As solucdes consistiram de 0,5 puL de Big Dye 3.1, 2 uL de buffer 5x,
0,32 uL de primer F/R (10uM — 3,2 pmol), 1 uL de DNA (previamente amplificado por
reacdo de PCR e purificado com as enzimas Exo | e Fast AP) e 6,18 uL de agua
miliQ. O programa de amplificag&o utilizado foi o “BigDye” (95°C/1 minuto seguido de
28 ciclos a 95°C/15 segundos, 50°C/45 segundos, 60°C/4 minutos, 10°C/«).

A reacao foi purificada utilizando 25 pL de etanol 100%, 1 pL de solucdo de
acetado de sodio 3M e 1 L de solugdo EDTA 125 mM. Apds secagem, os produtos
da amplificacdo foram sequenciados em sequenciador ABI Applied Biosystems
3500.

As sequéncias obtidas foram editadas no software BioEdit versédo 7.2.5 e os
contigs alinhados no programa MAFFT (versdo 7, online). Apés o alinhamento, os

contigs foram curados nos programas BioEdit e utilizados para buscar sequéncias
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similares no banco de dados do NCBI — GenBank. Foi feito o download das
sequéncias similares aos contigs e seu alinhamento com estes para a montagem
das arvores filogenéticas. As arvores foram montadas no software MEGA7 pelo
método de Neighbour Joining, com modelo de substituicdo Kimura 2 parametros

(KIMURA, 1980), com valor de bootstrap calculado a partir de 1000 réplicas.

4.1.6 Correlacdo da composicdo taxondmica com a caracterizacdo fisico-quimica
das amostras de solos

A analise de correspondéncia (CA) entre os locais de coleta de cada amostra
e a abundancia das espécies encontradas foi realizada. Os dados da caracterizacao
quimica e fisica dos solos foram relacionados com o perfil da composicdo de
espécies de cada amostra utilizando uma andlise de escalonamento
multidimensional ndo métrico (NMDS). A mesma matriz de dados utilizada para fazer
a analise de NMDS foi utilizada para construir um dendograma de similaridade
utilizando o algoritmo UPGMA e o indice de similaridade de Jaccard.

O teste de andlise de similaridade (ANOSIM) foi realizado utilizando uma
matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis, para verificar se houve diferenca entre
grupos de amostras (solos associados as raizes de C. quitensis — solos associados
as raizes de D. antarctica). Também foi realizado o teste de porcentagem de
similaridade (SIMPER), utilizando a mesma matriz de dissimilaridade do ANOSIM. O
SIMPER estima a porcentagem de contribuicAo de varidveis individuais a
dissimilaridade entre objetos, ou grupos, numa matriz de dissimilaridade de Bray-
Curtis (BUTTIGIEG; RAMETTE, 2014). Para verificar se houve diferenca entre as
duas temperaturas de isolamento em relagdo a composi¢do das comunidades nas
amostras, foi realizado um ANOSIM, separando-se as amostras por 2 grupos de
temperatura. Todas as analises foram realizadas no software Past v. 2.17c
(HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).

4.1.7 Analise da diversidade alfa e beta das amostras

Para avaliar e comparar as diferencas na diversidade alfa das amostras,

foram calculados os indices de diversidade de Shannon, que mede o grau de
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incerteza em prever a que espécie pertencera um individuo escolhido, ao acaso, de
uma amostra com S espécies e N individuos, e o inverso de Simpson, que reflete a
probabilidade de dois individuos escolhidos ao acaso na mesma comunidade
pertencerem a mesma espécie (URAMOTO et al., 2005). Além disso, para estimar a
riqueza de espécies foi calculado o estimador de rigueza Chao-1, que possibilita
estimar o numero total de espécies em uma determinada comunidade a partir dos
dados das amostras. O compartilhamento das espécies (diversidade beta) foi
analisado calculando o indice de Bray-Curtis. Este € uma modificacdo do indice de
Sgrensen, baseado em dados de abundéncia, e ndo somente de presenca e
auséncia (CHAO et. al., 2005).

Todos os indices foram calculados no programa EstimateS v.9.1.0
(COLWELL, 2013).

4.2 Obtencao de micro-organismos com potencial biotecnoldgico

4.2.1 Triagem qualitativa de fungos produtores de ligninases

Durante as etapas de isolamento, foi realizada uma primeira triagem da
producdo de enzimas ligninoliticas (isolamento seletivo) em meio sélido (meio B&K
acrescido de guaiacol 4mM) utilizando a metodologia descrita por Verma et. al.
(2010). A presenca de uma intensa cor marrom sobre e ao redor do micélio nesse
meio de cultura suplementado com guaiacol indica a presenca de provavel atividade
da lacase. Os isolados que apresentaram estas caracteristicas foram selecionados

para os testes quantitativos.

4.2.2 Triagem quantitativa de fungos produtores de ligninases

Os fungos ligninoliticos selecionados de acordo com o item 4.2.1 foram
cultivados em meio MA2% e, apos o crescimento, dois cilindros de 5 mm de
diametro da margem das coldnias dos isolados foram transferidos para Erlenmeyers
de 150 mL contendo 50 mL de meio MB2% (Malt Broth, ou caldo malte; 2% de
extrato de malte e 50 mL de agua destilada). Os ensaios foram incubados a 15°C

por 7 dias a 150 rpm, em duplicata. A avaliagdo da producdo das enzimas lignina
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peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP) e lacase foi realizada a partir do caldo
enzimatico obtido dos cultivos. Para a obtencdo dos caldos enzimaticos, 0 meio
liquido de cultivo foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 min a 4 °C, ap0s o periodo de
incubacao.

A partir do caldo enzimético bruto, a atividade enzimatica foi determinada em
triplicata e utlizando diferentes substratos enzimaticos, de acordo com a
metodologia abaixo descrita:

Uma unidade enzimatica (U) é definida como a quantidade de enzima
necessaria para oxidar 1 ymol de substrato por minuto. A atividade enzimatica foi
expressa em U L* do caldo enzimatico e os calculos realizados a partir da Equacéo

1, derivada da Lei de Lambert-Beer.

ULT=AAXVx108/exRxt (Equacéao 1)

Onde:
AA  Diferenca entre a absorbancia final e a inicial
Vv Volume da reacao (0,001L em todos os casos)

108  Converte os mols do € para pmols

> Coeficiente de extingdo (M1 cm™)
R Quantidade de caldo enzimético (L)
t Tempo de reacéo (min)

4.2.2.1 Lignina Peroxidase (LiP)

A atividade da lignina peroxidase foi avaliada por espectrofotometria UV/VIS a
partir do aldeido veratrilico produzido (¢€310nm= 9.300M! cm) na oxidacdo do
alcool veratrilico utilizado como substrato. A mistura foi composta por 0,2 mL de
alcool veratrilico (2,0 mM) em tampao tartarato de sodio (0,4 M; pH 4,5), 0,2 mL de
peroxido de hidrogénio (2 mM) e 0,6 mL do caldo enzimético. A reacéo foi iniciada
adicionando o peréxido de hidrogénio, e o aparecimento do aldeido veratrilico foi
determinado lendo-se a absorbancia a 310 nm, logo apés a adicdo do substrato e
apos 10 minutos de reacdo, em temperatura ambiente (adaptado de ARORA,; GILL,
2001).
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4.2.2.2 Manganés Peroxidase (MnP)

A atividade de MnP foi quantificada pelo método modificado de Wariishi et. al.
(1992) com a adi¢ao de 50 pL de H202 (2 mM) em 0,8 mL de tamp&o malonato de
sédio (50 mM; pH 4,5), 50 uL de MnSO4 (10 mM), e 0,1 mL de caldo enzimético. A
reacao foi iniciada adicionando o peréxido de hidrogénio e a formacao do complexo
Mn*3-malonato foi acompanhada pela leitura da absorbancia a 270 nm (¢ = 11590 M-
L cm?) apés a adicdo do substrato e apdés 5 minutos de reacdo, em temperatura

ambiente.

4.2.2.3 Lacase

A atividade da lacase foi determinada através do método adaptado de Buswell
et al. (1995), pela leitura da absorbéancia durante a oxidacdo do substrato ABTS a
420 nm (¢ = 36.000 M1 cm) apés 10 minutos de reacdo a 37°C. A mistura da
reacao foi composta por 0,3 mL de tampao acetato de sédio (0,1 M; pH 5,0), 0,6 mL

de caldo enzimético e 0,1 mL de solucdo ABTS (0,5 mM).
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacédo da diversidade de fungos filamentosos e leveduras

5.1.1 Isolamento de micro-organismos de solos antarticos

Um total de 891 isolados foi obtido das amostras estudadas, sendo 141
provenientes de solos e 750 provenientes de solos associados as raizes das duas
plantas (Apéndices A-F). Destes, 399 eram leveduras e 492 eram fungos
filamentosos. A temperatura de incubacao de 15°C resultou em um maior nimero de
isolados (58,5%), enquanto que a temperatura de 5°C o numero de isolados foi de
41,5%. A 5°C, um maior niumero de isolados (n=134) foi recuperado do meio BSA,
enquanto que a 15°C foi 0 meio B&K que apresentou um maior numero de isolados
(n= 174). A amostra 4 (solo associado a raiz de D. antarctica - Punta Hennequin)
possibilitou o isolamento de um maior niumero de leveduras (n=98), enquanto que da
amostra 6 (solo associado a raiz de C. quitensis - Punta Plaza) foram isolados mais
fungos filamentosos (n=126). Esta mesma amostra proporcionou o maior nimero de
micro-organismos (fungos filamentosos e leveduras), totalizando 203 isolados. A partir
das amostras 1 e 6 (Apéndices A e F) foram obtidas mais leveduras do que fungos
filamentosos, da amostra 2 foi obtido o mesmo namero de fungos filamentosos e de
leveduras, e com as outras amostras ocorreu o contrario. Somadas todas as amostras,
0 numero de leveduras isoladas a 5°C (n=193) foi ligeiramente maior do que o nimero
de fungos filamentosos ha mesma temperatura (n=177), ocorrendo o contrarioa 15°C

(leveduras, n=206; fungos filamentosos, n=315).

5.1.2 Caracterizacéo fisico-quimica das amostras de solos

Os valores obtidos dos parametros fisico-quimicos analisados das amostras

estdo apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4.
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Tabela 2 - Parametros fisico-quimicos dos 6 solos estudados (valores em mg L1) (CDB Al e Fe:
guantidades de Al e Fe extraidas pelo método CDB; Ox. Al e Fe: quantidades de Al e Fe extraidas
pelo método do oxalato de aménia; Piro Al e Fe: quantidades de Al e Fe extraidas pelo método do
pirofosfato; TC: teor de carbono total).

Amostra pH CDB Al Ox. Al CDB Fe Ox Fe Piro Al Piro Fe TC (%)

Al 4,48 320,29 244,22 175,51 141,97 4,21 2,54 0,06556
A2 8,10 153,05 60,61 91,74 44,76 1,35 0,80 0,07421
A3 4,73 129,46 137,93 73,64 73,91 20,76 11,65 14,50
A4 541 100,27 65,55 59,06 45,80 1,12 0,71 0,10181
A5 5,77 109,11 142,92 65,11 4,32 17,26 10,16 10,81
A6 5,89 3,09 150,37 1,90 97,84 20,44 12,16 11,59

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 3 - ParAmetros quimicos (quantidade de metais) dos 6 solos estudados (valores em mg L1).

Amostra Ca Cd Cr Mg Mn Ni Pb Zn

Al 3,431 0,007 0,052 6,397 1,054 0,019 0,019 0,297
A2 18,178 0,007 0,034 7,269 4,493 0,022 0,028 0,174
A3 5,676 0,001 0,047 11,767 0,985 0,023 -0,051 0,248
A4 19,108 0,001 0,039 9,544 1,469 0,018 -0,042 0,447
A5 4,480 0,002 0,028 5,262 0,401 0,011 -0,019 0,210
A6 1,315 0,004 0,016 0,641 0,041 0,003 0,003 0,055

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 4 - Textura e classificacdo dos 6 solos analisados.

Amostra Areia (%) Silte (%) Argila (%) Classificacdo segundo a textura
Al 47,65 36,50 15,85 Argilo-arenosa

A2 54,40 28,60 17,00 Franco-argilo-arenosa

A3 40,00 37,00 23,00 Franca

A4 27,00 44,00 29,00 Franco argilosa

A5 43,50 36,00 20,50 Franca

A6 25,00 44,00 31,00 Franco-argilosa

Fonte: Elaborado pela autora.

As amostras 3 e 4, e 5 e 6 apresentaram valores de pH préoximos, enquanto
as amostras 1 e 2 apresentaram valores muito dispares, apesar de terem sido
coletadas no mesmo local. As quantidades de aluminio e ferro na amostra 1 foram
consideravelmente maiores em relagdo as outras amostras. O teor de carbono
organico presente nas amostras de solo associado as raizes foi notadamente maior
(com excecdo da amostra 4) do que o teor verificado nas amostras de solo. Com

excecao do calcio e magnésio, 0s outros metais apresentaram valores muito baixos.
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O maior teor de argila (grdos microscopicos) obtido foi da amostra 6, 0 maior
teor de areia (graos grossos, medios e finos, todos visiveis a olho nu) foi verificado na
amostra 2, enquanto que os maiores teores de silte (graos intermediarios entre argila

e areia) foram observados nas amostras de solo associado as raizes 4 e 6.

5.1.3 Sequenciamento de DNA ribossomal

Devido ao grande numero de isolados obtidos, todos os isolados de fungos
filamentosos foram separados em morfotipos nos meios MA2% e PDA. Foram obtidos
40 morfotipos em meio MA2% e 26 em meio PDA, a 15°C, e 63 morfotipos em meio
MA2% e 22 em meio PDA, a 5°C (Apéndices G-K).

Com relagéo as leveduras, as mesmas foram separadas em diferentes perfis

genéticos. Foram obtidos 114 diferentes fingerprints (Figura 8, Apéndice L).

Figura 8 - Exemplos de alguns dos diferentes perfis genéticos obtidos

Fonte: Elaborado pela autora.

Dos 891 isolados obtidos inicialmente, 667 foram utilizados para as analises de
diversidade, por terem sido os isolados possiveis de se identificar. Foram obtidos 39
diferentes taxa de fungos filamentosos e leveduras, conforme demonstrado na Tabela
5. Todas as arvores filogenéticas estéo listadas nos Apéndices N-AK.

Trés filos de fungos estéo representados nas amostras, sendo 27 taxa do filo
Ascomycota, 10 taxa do filo Basidiomycota e 2 do filo “Zygomycota”. Nao foi isolado
nenhum fungo filamentoso pertencente ao grupo dos basidiomicetos, sendo todos
ascomicetos e zigomicetos. A maioria das leveduras obtidas pertence ao filo
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Basidiomycota, sendo apenas uma pertencente ao filo Ascomycota (ANI6). Cinco
taxa de fungos filamentosos e um taxon de levedura do grupo dos ascomicetos ndo
foram possiveis de ser identificados, mesmo ap0s a construcdo de arvores
filogenéticas, e foram denominados ANIx (ascomiceto ndo identificado; sendo “X”
para anotar uma espécie nado identificada = 1,2,3,4,5 e 6). Estes podem representar
novas espécies ou até mesmo novos géneros.

O género mais abundante de leveduras foi Leucosporidium, representando
44,4% das leveduras isoladas e utilizadas para os estudos de diversidade, seguido
da levedura ANI6 (21,4%), Holtermanniella wattica (10,2%) e Goffeauzyma
gilvescens (9,9%). Pseudogymnoascus foi o género mais abundante de fungos
filamentosos (31,7%), seguido do fungo filamentoso ANI2 (5,1%) e Mortierella sp. 1
(4,5%).

As espécies Goffeauzyma  gastrica, Leucosporidium  fragarium,
Holtermanniella festucosa e Vishniacozyma victoriae foram as menos predominantes
nas leveduras, com apenas 4 (G. gastrica e L. fragarium) e 2 (H. festucosa e V.
victoriae) isolados. Quanto aos fungos filamentosos, houve mais taxa com
abundancia reduzida, como Cadophora luteo-olivacea, Cosmospora sp. 3,
Laetinaevia carneoflavida, Thelebolus sp., Mortierella sp. 2 e ANI3, todas com
apenas 1 isolado cada.

Todas as amostras compartilharam os taxa Pseudogymnoascus sp. 1 e sp. 3,
ANI6, Goffeauzyma gilvescens, Holtermanniella wattica e Leucosporidium sp. O
isolado Mortierella sp. 2 ocorreu exclusivamente em amostra de solo (amostra 2). Os
taxa Cadophora luteo-olivacea, Oidiodendron sp., Thelebolus sp. e Holtermanniella
festucosa ocorreram exclusivamente em amostra de solo associado a raiz de D.
antarctica (amostra 5), enquanto Cosmospora sp. 3, Laetinaevia carneoflavida e
Purpureocillium lilacinum ocorreram exclusivamente em amostra de solo associado a
raiz de C. quitensis (amostra 6). Houve ainda taxa que apresentaram ocorréncia
restrita aos locais de coleta, como Trichoderma sp., Leucosporidium fragarium,
Cosmospora sp. 2 e Pochonia sp. em Punta Plaza (amostras 5 e 6), e Varicosporium
sp. em Punta Hennequin (amostras 3 e 4). As amostras 3 e 6 (solo associado a raiz
de C. quitensis) ndo apresentaram espécies exclusivas as duas, assim como as
amostras 4 e 5 (solo associado a raiz de D. antarctica), mostrando que nédo houve

espécies exclusivas de acordo com o tipo de planta.
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Os taxa Trichoderma sp., Varicosporium sp., Cystobasidium laryngis, L.
fragarium, Mrakia sp., Vishniacozyma victoriae, Cosmospora sp. 1 e sp. 2,
Microdochium lycopodinum, Pochonia sp., Pseudogymnoascus sp. 2, ANI2, ANI4,
ANI5, Fusarium avenaceum species complex e Fusarium oxysporum species
complex ocorreram exclusivamente nas amostras de solo associado a raiz, além dos
taxa com ocorréncia exclusiva ja citadas nas amostras 3, 5 e 6. Representantes de
Mortierella sp. 2 foram exclusivos em amostra de solo. Pseudogymnoascus e
Leucosporidium foram os géneros dominantes tanto em solos quanto em solos

associados as raizes das duas plantas.

Tabela 5 - Identificacdo dos taxa e sua distribuicdo nas amostras

TAXON Am1l Am2 Am3 Am4 Am5 Am6 TOTAL
Ascomycota
ANI1 0 2 3 0 2 1 8
ANI2 0 0 4 4 6 11 25
ANI3 0 0 1 0 0 0 1
ANI4 0 0 2 2 4 3 11
ANI5 0 0 2 0 1 1 4
ANI6 3 2 12 23 18 11 69
Antarctomyces sp. 1 0 11 2 2 3 19
Cadophora luteo-olivacea 0 0 0 0 1 0 1
Cladosporium sp. 0 1 0 0 6 1 8
Cosmospora spl 0 0 1 1 1 6 9
Cosmospora sp2 0 0 0 0 3 5 8
Cosmospora sp3 0 0 0 0 0 1 1
Fusarium avenaceum species complex 0 0 1 1 8 4 14
Fusarium oxysporum species complex 0 0 0 1 2 1 4
Laetinaevia carneoflavida 0 0 0 0 0 1 1
Leptosphaeria sp. 0 1 0 1 0 12 14
Microdochium lycopodinum 0 0 1 6 1 3 11
Oidiodendron sp. 0 0 0 0 2 0 2
Penicillium sp. 1 0 2 1 1 0 5
Pochonia sp. 0 0 0 0 1 1 2
Pseudogymnoascus spl 4 9 25 7 15 6 66
Pseudogymnoascus sp2 0 0 1 4 2 3 10
Pseudogymnoascus sp3 1 13 17 19 13 17 80
Purpureocillium lilacinum 0 0 0 0 0 3 3
Thelebolus sp. 0 0 0 0 1 0 1
Trichoderma sp. 0 0 0 0 7 3 10
Varicosporium sp. 0 0 2 2 0 0 4
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TAXON Aml Am2 Am3 Am4 Am5 Am6 TOTAL

Basidiomycota

Cystobasidium laryngis 0 0 3 0 3 4 10
Goffeauzyma gastrica 0 2 2 0 0 0 4
Goffeauzyma gilvescens 1 2 4 21 1 3 32
Holtermanniella festucosa 0 0 0 0 2 0 2
Holtermanniella wattica 1 5 5 5 10 7 33
Leucosporidium fragarium 0 0 0 0 1 3 4
Leucosporidium sp. 29 23 20 23 16 28 139
Mrakia sp. 0 0 2 3 2 6 13
Naganishia sp. 7 4 1 1 0 1 14
Vishniacozyma victoriae 0 0 1 0 1 0 2
Zygomycota
Mortierella sp.1 1 7 0 0 10 4 22
Mortierella sp.2 0 1 0 0 0 0 1
TOTAL DE ISOLADOS 49 72 123 127 143 153 667
TOTAL DE TAXA 10 13 23 19 30 29

Os taxa ANI1, ANI2, Cosmospora sp. 2 e sp. 3, F. oxysporum species
complex, L. carneoflavida, Penicillium sp., Pochonia sp., P. lilacinum, Trichoderma
sp., Mortierella sp. 2 e G. gastrica ocorreram exclusivamente a 15°C, enquanto ANI3,
ANI5, C. luteo-olivacea, Thelebolus sp. e L. fragarium ocorreram exclusivamente a
5°C.

Como foi verificado que na temperatura de 15°C foi obtido um maior niumero
de isolados, um teste de analise de similaridade (ANOSIM), utilizando o indice de
similaridade de Bray-Curtis foi aplicado para verificar se a diferenca entre as duas
temperaturas de isolamento foi realmente significativa em relagdo a composicéo da
comunidade de fungos nas amostras estudadas. Dessa maneira, foi utilizada uma
matriz de dados de abundancia de espécies por locais, dividindo as amostras por
grupos de temperatura de isolamento: grupo 5 (isolamento a 5°C) e grupo 15
(isolamento a 15°C).

Os valores de R e p foram 0,478 e 0,006, repectivamente. Analisando os
valores obtidos, pode-se dizer que ha diferenca significativa entre as duas
temperaturas. Entretanto, apenas o fator temperatura ndo € capaz de explicar
totalmente a diferenca entre os grupos e contribui com um efeito pequeno para essa

diferenca, devido ao baixo valor de R obtido.
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5.1.4 Correlacdo da composicdo taxondmica com a caracterizacdo fisico-quimica

das amostras de solos

Os dados de abundancia dos taxa em relacdo a origem dos mesmos
(amostras) foram utilizados para a realizacdo de analise de correspondéncia (CA).
Os resultados estao apresentados na (Figura 9).

Figura 9 - Andlise de correspondéncia entre a abundéancia de espécies em relacdo aos locais de
coleta. Os pontos azuis representam os taxa isolados e os quadrados coloridos representam as seis
amostras de solos e solos associados as raizes de C. quitensis e D. antarctica.
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Fonte: Elaborado pela autora.

As amostras A5 e A6 (Punta Plaza) se agrupam e sdo separadas do restante
das amostras ao longo do primeiro eixo. O segundo eixo separa as amostras de
Punta Hennequin (3 e 4) e a amostra 6 das amostras de solo de Yellow Point (1 e 2)
e da amostra 5. E possivel verificar no grafico que ha mais espécies presentes nas
amostras 5 e 6, seguido das amostras 3 e 4. Os taxa com apenas uma ocorréncia,
como Mortierella sp. 2 (amostra 2), ANI3 (amostra 3), C. luteo-olivacea,
Oidiodendron sp., Thelebolus sp. e H. festucosa (amostra 5), e Cosmospora sp. 3, L.
carneoflavida e P.lilacinum (amostra 6) se separam da mesma forma que os locais

de origem dos mesmos. Os taxa remanescentes sdo arranjados mais para o centro
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do espaco de ordenacdo do grafico e de acordo com sua abundancia em cada
amostra. Goffeauzyma gilvescens, apesar de compartilhada por todas as amostras, €
encontrada com mais abundancia na amostra 4, e por isso se encontra mais afastada
do centro do grafico.

Os parametros listados na Tabela 2, juntamente com a composi¢ao taxonémica
de cada amostra foram utilizados na construcdo do gréfico de escalonamento
multidimensional ndo-métrico (NMDS) (Figura 10). N&o foram mostrados os
ordenamentos realizados com os dados das Tabelas 3 e 4, pois eles apresentaram o

mesmo resultado do ordenamento realizado com os dados da Tabela 2.

Figura 10 - Relagdo entre composicdo taxondmica das amostras e parametros fisico-quimicos dos
solos analisados por escalonamento multidimensional ndo-métrico. Note o valor de stress no canto
inferior direito do gréfico
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Fonte: Elaborado pela autora.

Analisando o grafico, é possivel observar uma separacdo das amostras por
local de coleta (Amostras 3 e 4 — Punta Hennequin, amostras 5 e 6 — Punta Plaza).
As amostras 1 e 2, apesar de provenientes do mesmo local, apresentam
caracteristicas fisico-quimicas completamente distintas, exceto pelo teor de carbono,
como mostrado na Tabela 2, e se mostram distantes no gréafico, sendo o pH e as

guantidades de ferro e aluminio as caracteristicas que provavelmente contribuem
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para essa distancia. Os principais fatores que agruparam as amostras 5 e 6 foram o
teor de carbono e a quantidade de Fe a Al (Piro). De acordo com o grafico, ndo ha
separacdo das amostras por tipo (e.g. amostras 3 e 6, solos associados a raiz de C.
quitensis, formando um agrupamento), e sim por local de coleta.

Para verificar se houve diferenca entre os grupos de amostras “solos
associados a raiz de C. quitensis” e “solos associados a raiz de D. Antarctica”, foi
realizado um teste de analise de similaridade (ANOSIM), utilizando o indice de
similaridade de Bray-Curtis. Desse modo, uma matriz de dados de abundancia de
espécies por locais foi utilizada, dividindo as amostras por grupos: grupo 1 (amostras
3 e 6, solos associados as raizes de C. quitensis) e grupo 2 (amostras 4 e 5, solos
associados as raizes de D. antarctica). Os valores de R e p obtidos foram -1 e ,1,
respectivamente. Observando os valores das estatisticas obtidas no teste, pode-se
dizer que nao ha diferenca significativa entre os grupos, e que o fator “tipo de planta”
(solo associado a raiz de C. quitensis ou de D. antarctica) ndo é significativo, nao
sendo fundamental para explicar os padrdes observados na Figura 10.

Uma evidéncia adicional ao resultado do ANOSIM, foi feito o teste de
porcentagem de similaridade (SIMPER). A média total de dissimilaridade para os 2
grupos foi de 36,2%, ou seja, os dois grupos sao apenas 36,2% diferentes entre si.
O taxon G. gilvescens contribui com 10,38% dessa diferenca e Pseudogymnoascus
sp.1 com 9,91%.

Também foi realizada uma analise de agrupamento por UPGMA com as
amostras, como mostra a Figura 11. O dendograma foi construido com a mesma
matriz de dados utilizada para construir o grafico de NMDS, e é possivel observar
gue as amostras novamente se agrupam de acordo com os locais de coleta. As
amostras 3 e 4, 5 e 6 (solos associados as raizes das duas plantas ) estdo mais

proximas entre si e formam um grupo a parte em relacdo as amostras 1 e 2 (solo).
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Figura 11 - Inferéncia da similaridade entre as amostras estudadas
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.1.5 Analise da diversidade alfa e beta das amostras

De acordo com os resultados dos indices aplicados & medida de riqueza e
diversidade (Tabela 6), as amostras mais ricas e mais diversas sdo as amostras 5 e
6 (maiores indices), seguidas das amostras 3, 4 e 2, sendo a amostra 1 a menos rica
e menos diversa (menores indices). O indice utilizado para medir a diversidade

estd listado na Tabela 7.

Tabela 6 - indices de diversidade alfa e riqueza (S) observada para os diferentes solos estudados

Amostra Shannon Simpson Inv. Chao 1 S

Amostra 1 1,44 2,61 24,69 10
Amostra 2 2,08 5,84 13,59 13
Amostra 3 2,55 8,98 25,98 23
Amostra 4 2,36 7,95 22,72 19
Amostra 5 2,93 14,29 35,59 30
Amostra 6 2,93 13,23 56,82 29

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 7 - indice de diversidade beta (Bray-Curtis) observado para os diferentes solos estudados

Amostral Amostra2 Amostra3 Amostra4 Amostra5 Amostra6

Amostra 1 - 0,612 0,384 0,409 0,302 0,406
Amostra 2 - - 0,574 0,543 0,521 0,524
Amostra 3 - - - 0,664 0,632 0,601
Amostra 4 - - - - 0,570 0,621
Amostra 5 - - - - - 0,635
Amostra 6 - - - - - -

Fonte: Elaborado pela autora.

As amostras com maior similaridade de espécies entre si sdo as amostras 3 e
4, que compartilham 66,4% de espécies, seguido das amostras 5 e 6 (63,5%), 3 e 5
(63,2%), 4 e 6 (62,1%), e 1 e 2 (61,2%). Aquelas com a menor similaridade séo as
amostras 1 e 5, compartilhando 30,2% das espécies, 1 e 3, com 38,4% de espécies

em comum, e a amostra 1 em relagdo as amostras 4 e 6, que sao 40% similares.

5.2 Obtencao de micro-organismos com potencial biotecnolégico

5.2.1 Triagem qualitativa de fungos produtores de ligninases

Um total de 35 isolados apresentaram uma intensa cor marrom sobre e ao
redor do micélio no meio de cultura B&K suplementado com guaiacol, o que indicou
a presenca de atividade da lacase (Figura 12). Dos 35 isolados, apenas um é de
amostra de solo (amostra 2, Yellow Point — solo escuro); o restante é proveniente de
solos associados as raizes das duas plantas, amostras 3, 4, 5 e 6, das quais foram
obtidos 6, 6, 6 e 16 isolados, respectivamente (Tabela 8). Apenas 2 do total de
isolados com potencial de producéo de lacase foram isolados a 5°C (amostras 5 e
6).
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Figura 12 - Isolados com potencial atividade de lacase (presenca de coloracdo marrom escura sob e
ao redor do micélio)

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 8. - Isolados com potencial para producéo de lacase verificado através do teste de placa com
guaiacol. Temperatura de isolamento a 15 °C, exceto os marcados com * (5 °C)

Isolado Origem

8P-1.8 Yellow Point (solo escuro, amostra 2)

9P-1.3

9P-1.9

9P-3.15 Punta Hennequin — solo associado a raiz de C. quitensis,
9P-1.3A amostra 3

9P-3.19

9B-3.10

10P-3.18

10B-3.18

10B-1.4 Punta Hennequin — solo associado a raiz de D. antarctica,
10P-3.10 amostra 4

10P-1.12

10P-3.15

11B-3.12

11P-3.10

11P-3.3 Punta Plaza — solo associado a raiz de D. antarctica, amostra
11P-1.10 5

11B-3.7

11B-3.8*

12P-1.13
12pP-1.17
12P-3.12
12P-1.16
12B-3.21
12B-3.28
12P-1.15
12P-3.11
12P-1.18
12P-3.10A
12P-3.10B
12B-3.24
12B-3.23
12P-3.1
12P-3.5*

Punta Plaza - solo associado a raiz de C. quitensis, amostra
6

Fonte: Elaborado pela autora.

5.2.2 Triagem quantitativa de fungos produtores de ligninases

Todos os 35 isolados positivos no teste qualitativo foram cultivados em meio

liquido e tiveram a quantificacdo das enzimas LiP, MnP e lacase avaliadas. Dentre
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os isolados testados, 3 apresentaram atividade enzimatica com valor igual ou
superior a 1 U L para uma das 3 enzimas analisadas (Tabela 9). Esses 3 fungos
foram isolados a 15°C e provenientes das amostras 3 e 6. A enzima MnP néao foi
detectada nas condi¢cbes estudadas. Os isolados apresentaram uma melhor
producdo de LiP, e uma producdo de lacase muito baixa. Nenhum dos 2 fungos

isolados a 5°C apresentou atividade enzimatica com valor igual ou superiora 1 U L.

Tabela 9 - Média das duplicatas de cada isolado das atividades enzimaticas para lignina peroxidase e
lacase (ap6s 7 dias de cultivo a 15°C e 150 rpm)

Isolado Média LiP (U L?) MédialLac (UL
9P-1.9 5,416 0,027

12P-3.10B 1,702 0,169
9P-3.19 1,000 0
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6 DISCUSSAO

6.1lsolamento de micro-organismos de solos antarticos

Segundo Onofri et al. (2004), grande parte dos fungos filamentosos da
Antartica sdo mesofilos tolerantes ao frio ou psicotréficos, ao invés de psicrofilicos.
Del Frate e Caretta (1990), estudando solos da regido de Victoria Land, no
continente antéartico, também obtiveram um maior ndmero de isolados com
temperatura de crescimento o6tima perto de 15°C, e prevaléncia de fungos
filamentosos em solos, especialmente quando musgos também estavam presentes.
Yergeau et al. (2007) também observaram um aumento no nimero de isolados em
relacdo a temperatura (foram utilizadas 3 temperaturas de incubacéo, 4, 12 e 20°C).

Arenz et al. (2006), ao isolarem fungos de solos da regido do mar de Ross,
também obtiveram um namero maior de isolados de fungos filamentosos em relacéo
ao numero de leveduras. Arenz e Blanchette (2011) obtiveram 455 isolados de 169
amostras de solo de diferentes regides da peninsula Antartica, da ilha Ross e dos
Dry Valleys antarticos. Resultados similares foram reportados por Connell et al.
(2006), onde um numero superior de isolados de fungos filamentosos em relacédo a
leveduras foi obtido a partir de solos do Taylor Valley, no continente antartico. Em
adicdo, Godinho e colaboradores (2015) também obtiveram um numero maior de
isolados capazes de crescer a 15°C.

As leveduras sdo capazes de crescer em Varios tipos de solo de diversas
areas geograficas, desde o artico aos tropicos (VAZ et al., 2011). Segundo Connell e
colaboradores (2006), a presenca de um maior niumero de leveduras no solo pode
ser associada a sua capacidade de utilizar uma ampla variedade de habitats,
enquanto que o maior numero de isolados de fungos filamentosos em solos
associados as raizes de C. quitensis e D. antarctica pode ser devido aos exsudatos
das plantas ou a algum beneficio que as plantas propiciam a estes organismos.

O aumento do numero e da atividade microbiana nos solos associados a
raizes comparado aos dos solos ndo associados a raizes se deve principalmente a
liberacdo de carbono organico pelas raizes das plantas (HARTMANN et al., 2009).
Possivelmente, por esta razao, encontrou-se um maior nimero de isolados nos solos

associados as raizes de C. quitensis e D. antarctica. Além disso, sabe-se que os
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micro-organismos presentes em solos associados as raizes possuem um papel
relevante no ciclo biogeoquimico de macronutrientes, 0os quais sdo importantes para
o desenvolvimento das plantas. De acordo com Berrios e colaboradores (2013),
alguns micro-organismos da rizosfera de D. antarctica podem desempenhar um
papel significativo na sobrevivéncia e adaptacdo desta planta ao ambiente antartico.
Ainda de acordo com Ozerskaya et al (2009), € concebivel que substratos de plantas
e seus derivados sejam crioprotetores naturais, o que possibilita a alguns géneros de

fungos condi¢des vantajosas sob temperaturas muito baixas.

6.2Fungos filamentosos e leveduras em solos da Antartica

De acordo com Ruisi et al. (2007), o filo mais comumente encontrado na
Antértica € o Ascomycota, em estagios assexuados (formadores de conidios). Arenz
e colaboradores (2006) obtiveram um resultado semelhante. No presente trabalho
também foram isolados em maior abundancia representantes do filo Ascomycota.
Trabalhando com solos, madeira e outros artefatos, eles obtiveram 74% de
ascomicetos filamentosos, 21% de leveduras basidiomicetas, 1% de leveduras
ascomicetas e 1% de zigomicetos, de um total de 284 sequéncias de fungos
identificadas. Os referidos autores reportaram que o género mais frequentemente
isolado das amostras de solo da Antartica foi o Cadophora, seguido por
Cryptococcus e Geomyces/Pseudogymnoascus.. Arenz e Blanchette (2011),
trabalhando com solos de regifes da peninsula Antartica, verificaram que o género
Geomyces foi 0 que apresentou um maior nimero de UFCs. No presente trabalho
este género também apresentou um maior numero de isolados sugerindo ser os
seus representantes comuns neste ambiente.

Pseudogymnoascus, a fase sexuada de Geomyces, € um género comumente
encontrado na Antartica, tendo sido isolado de diversos substratos, como talos de
macroalgas endémicas da regidao (FURBINO et al.,, 2014), talos de liquens
(SANTIAGO et al., 2015), solos (DING et al., 2016; GODINHO et al., 2015), musgos
(TOSI et al., 2002), folhas de C. quitensis (ROSA et al., 2010), lagos da peninsula
Antartica (GONCALVES et al.,, 2012) e sedimento marinho (INFORSATO, 2017).
Goncalves e colaboradores (2015) isolaram espécies de Pseudogymnoascus do solo



59

de rizosfera de D. antarctica, no entanto, a abundancia reportada pelos autores foi
muito aquém do que a observada no presente trabalho.

O género Mortierella também é comumente encontrado na regido antartica,
sendo reportado também em Svalbard (TSUJI et al., 2016) e Spitsbergen (KUREK et
al., 2007), no éartico. Arenz e Blanchette (2011) isolaram representantes desse
género em solos da peninsula Antartica, Furbino e colaboradores (2014)
encontraram o género em macroalgas, e uma das espécies mais isoladas a partir de
musgos da Antartica por Tosi et al. (2002) foi Mortierella antarctica.

Estudando solos da Peninsula Fildes (llha Rei George), Ding e colaboradores
(2016) também observaram uma prevaléncia dos géneros Pseudogymnoascus e
Mortierella nas amostras. De acordo com Hayes (2012), espécies do género
Pseudogymnoascus possuem uma distribuicdo global e sdo comuns em ambientes
frios, tendendo a ser psicrofilicas e queratinofilicas. Arenz et al. (2006) sugerem que
0 género participa dos processos de decomposicdo e ciclagem de nutrientes na
Antéartica, e que espécies de Pseudogymnoascus sdo capazes de crescer em
diferentes fontes de carbono. Reynolds e Barton (2014) sugerem que as espécies
desse género podem funcionar como decompositores generalistas, ao invés de ter
um nicho especifico, dado a variedade de locais em que sdo encontradas.
Considera-se que o0 género Pseudogymnoascus pode desempenhar um papel
consideravel em processos de decomposicdo e degradacdo de matéria organica
(DING et al., 2016). No presente estudo, Pseudogymnoascus foi o género mais
dominante nas amostras 3, 4 e 5, mas especialmente na amostra 3, que apresentou
0 maior teor de carbono organico entre as 6 amostras estudadas.

O género de leveduras Leucosporidium ja foi reportado em geleiras dos alpes
(TURCHETTI et al., 2013) e também no artico (KOH et al., 2015). Brunati et al.
(2009) encontraram o género no fundo de lagos da Antartica. Vaz e colaboradores
(2011) também isolaram representantes do género a partir de solos e solo de
rizosfera de D. antarctica na ilha Rei George. Ao contrario do verificado no presente
estudo, Vianna (2016), ao analisar isolados de solos de diferentes ilhas do
arquipélago das Shetland do Sul, verificou que o género Leucosporidium foi um dos
menos abundantes. Duarte et al. (2016) também verificaram a presenca do género
em macroalgas marinhas nas ilhas Shetland do Sul (reportado como

Leucosporidiella, renomeado para Leucosporidium segundo de Garcia et al. (2015).
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De acordo com Sampaio (2011), o género Leucosporidium deve ser
considerado psicrotolerante, pois, com excecao de algumas linhagens de L. scottii
capazes de crescer a 30°C, as outras espécies do género sédo incapazes de crescer
a essa temperatura. Com ampla distribuichio em ambientes polares e alpinos,
leveduras do género Leucosporidium apresentam adaptacdes para o crescimento a
baixas temperaturas, como um maior nimero de acidos graxos insaturados na
membrana plasmatica (KEREKES; NAGY, 1980) e a producdo de moléculas
crioprotetoras, como por exemplo a acumulacdo de trealose no citoplasma, como
estratégia para reduzir o ponto de congelamento do fluido intracelular
(DEEGENAARS; WATSON, 1998). Leucosporidium apresentou abundancias
similares nas 6 amostras aqui estudadas, sugerindo que as espécies desse género
sdo generalistas, capazes de crescer em ambientes com diferentes teores de
carbono e nutrientes.

O género Holtermanniella ja foi encontrado em geleiras dos alpes
(TURCHETTI et al., 2013), no deserto do Atacama (PULSCHEN et al., 2015), em
solos hipersalinos do Irda (MOKHTARNEJAD et al., 2016), em macroalgas antarticas
(DUARTE et al., 2016) e no artico (ZHANG et al., 2016). Carrasco et al. (2012)
isolaram a espécie Holtermanniella wattica de solos da ilha Rei George. Este mesmo
grupo também reportou a presenca da espécie Goffeauzyma gilvescens em solos
desta ilha. G. gilvescens foi isolada a partir de liquens da ilha Elefante (arquipélado
das Shetland do Sul) (SANTIAGO et al. 2015), de geleiras dos alpes italianos
(TURCHETT!I et al., 2008) e do artico (BUTINAR et al., 2007). No presente trabalho
representantes desses géneros foram obtidos de todas as amostras estudadas.

Holtermanniella wattica e Holtermanniella festucosa eram classificadas como
Cryptococcus watticus e C. festucosus, respectivamente. Nos ultimos anos, 0 género
polifilético Cryptococcus teve muitas espécies renomeadas para outros géneros,
como as duas previamente citadas (WUCZKOWSKI et al.,, 2011). Liu e
colaboradores (2015) relataram 2 novos géneros para acomodar as espécies
Cryptococcus gastricus, C. gilvescens e C. victoriae: os géneros Goffeauzyma e
Vishniacozyma. Desse modo, as espécies agora se chamam Goffeauzyma gastrica,
G. gilvescens e Vishniacozyma victoriae, respectivamente.

Apesar do género Penicillium ser cosmopolita e comumente encontrado na

antartica (MCRAE et al. 1999), no presente estudo esse género ocorreu em baixa
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abundancia nas amostras estudadas (presente em 4 das 6 amostras, porém com
poucos individuos, n=5). O género Cladosporium, com ocorréncia predominante em
varios estudos na Antartica (ARENZ et al., 2006; BLANCHETTE et al., 2010; DING et
al., 2016; GODINHO et al., 2015) também apresentou uma baixa abundéancia neste
estudo, com apenas 8 isolados distribuidos em 3 amostras.

O ascomiceto nao identificado 1 (ANI1) mostrou proximidade com o género
Rhizoscyphus (Apéndice N), apresentando 99% de similaridade com a sequéncia
disponivel no banco de dados GenBank. No entanto, devido a apenas 87% de
cobertura da sequéncia do banco de dados com a sequéncia gerada neste trabalho,
o fungo foi considerado como néo identificado. Este ascomiceto pode representar uma
nova espeécie, ou até mesmo um novo género, pois na arvore filogenética ficou distante
das duas Unicas espécies descritas do género Rhizoscyphus, R. monotropae
(anteriormente Hymenoscyphus monotropae) e R. ericae (ZHANG; ZHUANG, 2004).
Este género ocorre normalmente em raizes de plantas adaptadas ao frio, e € comum
nas raizes de C. quitensis e D. antarctica, estando dentro do grupo conhecido como
dark septate endophytes (fungos endofiticos negros septados) (UPSON et al., 2009).

Os ascomicetos néo identificados 2 e 3 (ANI2 e ANI3) foram assim classificados
pois os valores de bootstrap observados na arvore filogenética (Apéndice O) foram
baixos. Além disso, o ANI2, apesar de apresentar 99% de similaridade com a
sequéncia depositada no GenBank, teve apenas 86% das regides entre as duas
sequéncias comparadas.

Para o ANI4 foi observado baixos valores de bootstrap na arvore filogenética
(Apéndice P). Além disso, as sequéncias do ANI4 apresentaram similaridade com dois
géneros distintos, Pseudeurorium e Leuconeurospora, quando comparadas as
sequéncias disponiveis no GenBank. Desse modo, pode-se inferir que apenas o
marcador ITS nao é capaz de resolver a filogenia desse grupo, sendo necessario o
uso de outros marcadores em estudos futuros.

Ao comparar as sequéncias do ANI5 com as sequéncias disponiveis no
GenBank, foi obtida uma similaridade de 93% com a sequéncia de Urceolella
carestiana, e 97% de cobertura da sequéncia de ANI5. Ao construir a arvore
filogenética, foi observado que o ANI5 ficou muito distante de U. carestiana, podendo

representar um novo género.
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O ANI6 apresentou 100% de similaridade e cobertura de sequéncia tanto com
sequéncias de Candida davisiana quanto com sequéncias do género
Leuconeurospora. Como os isolados de ANI6 eram leveduras, e a filogenia de
Candida davisiana néo € bem resolvida, estes isolados foram considerados como ndo
identificados.

Os isolados identificados como Oidiodendron sp. podem se tratar de espécies
ainda desconhecidas pela ciéncia. Observando a arvore filogenética inferida para os
isolados (Apéndice AA), € possivel verificar que estes estdo distantes das outras
espécies de Oidiodendron presentes na arvore, e que a espécie mais proxima é O.
echinulatum, apesar do baixo valor de bootstrap.

Todos os géneros de fungos isolados neste estudo ja foram reportados na
Antértica, no entanto, alguns géneros, como Varicosporium, Laetinaevia e Pochonia
sao pouco encontrados. Varicosporium é um género que comporta fungos hifomicetos
com distribuicdo aquética e terrestre (BANDONI, 1972), foi reportado por apenas um
estudo (GONCALVES et al., 2012) dentre todos os estudos reportados na literatura
consultada relacionada a Antartica. Espécies do género Laetinaevia crescem
saprofiticamente sob plantas herbaceas (HEIN, 1976), e algumas sobre algas em
decomposicdo (BARAL; RAMA, 2015). Para esse género foi encontrado apenas um
relato da ocorréncia de uma espécie, L. colobanthi, em folhas e caule de C. quitensis
na peninsula Antartica (proximidades da base argentina de Primavera) (GAMUNDI:
SPINEDI, 1988).

Para o género Pochonia, comumente isolado de solos e conhecido por parasitar
nematdédeos (NONAKA et al., 2013), foi observado, do mesmo modo, apenas um
relato na literatura consultada sobre a ocorréncia do género na Antartica (ARENZ;
BLANCHETTE, 2011). Pelo exposto acima, considera-se que o conhecimento sobre
a diversidade de espécies de fungos presentes na Antartica ainda é pequeno, mesmo
com inumeros estudos sobre o tema, e que estudos baseados em métodos
independentes de cultivo podem contribuir ainda mais para o descobrimento de novos
taxa para a ciéncia.

Poucos sédo os estudos sobre a micobiota presente no solo associado as raizes
das duas Unicas angiospermas que habitam a Antartica. Vaz e colaboradores (2011)
isolaram 26 fungos partindo de 21 amostras de rizosfera de D. antarctica,
compreendendo 12 taxa diferentes: Candida sake, Cryptococcus antarcticus,
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Cryptococcus victoriae (hoje Vishniacozyma victoriae), Debaryomyces hansenii,
Dioszegia aurantiaca, D. crocea, D. hungarica, Dioszegia sp., Leucosneurospora sp.,
Leucosporidium creatinivorum, L. fragarium e L. muscorum. Dois dos 10 locais de
coleta de D. antarctica no estudo mencionado correspondem a dois locais de coleta
no presente trabalho (Punta Plaza e Punta Hennequin). A diferenca observada entre
a composicado das comunidades fangicas no trabalho de Vaz e colaboradores e no
presente trabalho, e o consideravel menor nimero de isolados obtidos no trabalho
de Vaz et al. (2011) podem ser devido as diferentes estratégias de isolamento. Vaz e
colaboradores utilizaram apenas um meio de cultura e uma temperatura de
isolamento, enquanto no trabalho em questéo foram utilizados 4 diferentes meios de
cultura e 2 temperaturas de isolamento.

Goncalves et al. (2015), trabalhando similarmente com 21 amostras de solo
de rizosfera de D. antarctica, obtiveram 40 isolados, totalizando 9 géneros:
Pseudogymnoascus, Penicillium, Peniophora, Mortierella, Pestalotiopsis,
Cosmospora, Simplicillium, Trichoderma e Gibberella. A consideravel diferenca na
riqueza de espécies e na composicdo das comunidades flungicas entre o estudo de
Goncalves et al. e o presente trabalho também podem estar relacionadas as
diferentes abordagens no isolamento dos micro-organismos e aos diferentes locais
de coleta das plantas. Além de utilizar exclusivamente um meio de cultura e uma
temperatura de incubacao, o estudo citado empregou apenas uma diluicdo seriada.

Um dos fatores responsaveis por moldar as comunidades microbianas nos
solos associados as raizes € o tipo de planta, e consequentemente, o tipo de
exsudatos que ela libera (HAICHAR et al., 2008; HARTMANN et al., 2009; YAO; WU,
2010). Sendo assim, esperava-se que as duas espécies de plantas, C. quitensis e D.
antarctica, teriam pelo menos uma pequena influéncia na selecéo das comunidades
fungicas de seus solos adjacentes as raizes, mas foi observado que a estrutura da
comunidade foi similar para o caso de amostras coletadas no mesmo local,
independente da espécie vegetal, estando mais relacionada as carcteristicas do solo
do local do que a espécie de planta.

Santos-Gonzalez et al. (2011), Andrew et al. (2012) e De Ridder-Duine et al.
(2005) consideram, no entanto, que os fatores abidticos do solo € que moldam as
comunidades microbianas do solo associado as raizes das plantas. Glynou e

colaboradores (2016), estudando fungos endofiticos da raiz de plantas do género
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Microthlaspi, concluiram que os fatores que melhor descrevem a estrutura da
comunidade microbiana estudada s&o fatores climaticos e espaciais, observados
numa escala continental, e que as propriedades do solo parecem ter um efeito local
restrito. Segundo Yergeau et al. (2007), a estrutura das comunidades microbianas no
solo parece ser determinada pela localidade e/ou pelas condicdes ambientais
especificas dependentes da localizagcdo. No presente trabalho n&o foram
observadas grandes diferencas na composi¢cado da microbiota entre solos associados
as raizes de C. quitensis e D. antarctica. Resultados similares foram reportados por
Teixeira et al. (2010). Entretanto, foi observado no presente trabalho que na
presenca das plantas a comunidade fungica variou entre os locais de coleta. As
amostras 5 e 6 (solos associados as raizes das plantas C. quitensis e D. Antarctica —
Punta Plaza) apresentaram comunidades mais ricas do que as das amostras 3 e 4
(solos associados as raizes das plantas C. quitensis e D. Antarctica — Punta
Hennequin). Em adi¢do, essas amostras apresentaram comunidades mais ricas do
gue as encontradas nos solos sem plantas (amostras 1 e 2). De acordo com Teixeira
et al. (2013), a presenca de plantas vasculares em solos da baia do Almirantado, na
Antartica maritima, desempenha um papel importante na estrutura das comunidades
bacterianas de solos antérticos.

Possiveis explicacbes para este fato podem ser o efeito rizosfera e
propriedades do solo com maior influéncia que resultam na estrutura das
comunidades fangicas observadas. Um exemplo destes fatores é o teor de carbono
presente nas amostras estudadas, sendo muito maior nas amostras de solos
associados as raizes das plantas do que nas amostras de solo (com excecdo da
amostra 4, que contrariamente ao esperado, apresentou um baixo teor de carbono).
A microbiota do solo, composta principalmente por micro-organismos heterotréficos,
depende da oferta de carbono oferecida pelas raizes ao ambiente da rizosfera como
fonte de energia, assim como fontes de nutrientes para seu crescimento e
desenvolvimento (HARTMANN et al.,, 2009). As propriedades do solo que
influenciaram a diferengca de composicdo da comunidade observada foram as
quantidades de aluminio e ferro, além do pH.

Um fator ambiental relacionado a composicdo da comunidade fungica nos
solos estudados foi a temperatura. Um maior nimero de isolados foi obtido a 15°C

do que a 5°C, e o teste de analise de similaridade mostrou que houve diferenca
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significativa entre a composicdo das comunidades nas duas temperaturas. No
entanto, o teste mostrou que o fator temperatura ndo foi suficientemente forte
(R=0,476) para influenciar, isoladamente, a diferenca entre as comunidades
observadas, o que sugere que apenas esse fator ndo explica as diferencas
observadas, sendo necessario considerar outros fatores.

Dennis et al. (2012), estudando comunidades de solo ao longo de um
transecto de varias ilhas na peninsula Antartica, verificaram que a composicao das
comunidades fungicas por eles estudadas ndo estava associada a latitude,
sugerindo que a temperatura ndo é um fator chave na composi¢cdo da comunidade
fungica de solos ao longo da peninsula Antartica. Comparando os resultados de
Dennis et al. (2012) com os resultados obtidos no presente trabalho, pode-se inferir
que a temperatura seja um fator significativo apenas em nivel local (visto que os
locais de coleta deste estudo estdo todos localizados na mesma ilha e em torno da
mesma baia), e que a medida que se analisa comunidades de solo em uma maior
escala, esse fator passa a ser menos significativo.

Siciliano et al. (2014) verificaram que a fertilidade do solo (quantidade de
matéria organica, nitrogénio e cloretos) desempenha um grande papel na
determinacdo da riqueza e da equitabilidade das comunidades fungicas em solos
polares, e que o pH exerce uma menor influéncia nos fungos do que outros fatores
edaficos. No presente trabalho observou-se que o teor de matéria organica,
juntamente com a textura do solo, parecem exercer um efeito maior sobre a
diversidade fungica nos solos analisados, e que o pH exerce uma menor influéncia,
0 que esta de acordo com os resultados reportados por Siciliano et al. (2014).

A presenca de altos teores de ferro na amostra 1, obtidos através dos
métodos de extracdo CDB e oxalato, pode explicar sua coloragdo amarelada. Os
baixos valores de Fe e Al encontrados nas amostras 1 e 2 através da extracdo com
pirofosfato podem ser devido ao fato de que este método extrai o Fe e Al que estédo
ligados a matéria organica, e como o teor de carbono presente nessas amostras é
muito baixo, infere-se que a quantidade de matéria organica também o €, e portanto,
seus teores variam em funcdo da quantidade deste material nos solos (PARFITT;
CHILDS, 1988). O maior teor de carbono organico encontrado nas amostras de
solos associados as raizes das plantas € possivelmente explicado pelo fato de que

as plantas liberam exsudatos ricos em carbono em sua rizosfera.
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As amostras de solos (1 e 2) apresentaram as maiores fracdes de areia em
relagdo as outras amostras, e estas foram as amostras com menor diversidade
dentre as amostras estudadas. As amostras 3 e 5 apresentaram fracoes
semelhantes de areia e silte, enquanto as amostras 4 e 6 apresentaram maiores
fracOes de silte e silte/argila, respectivamente. Estas quatro amostras foram as que
apresentaram as maiores diversidades dentre as seis amostras estudadas. Outros
estudos apresentaram resultados similares. Sessitsch et al. (2001) verificaram que a
estrutura da comunidade microbiana de solos foi significativamente afetada pelo
tamanho das particulas, resultando numa maior diversidade microbiana em fracdes
menores (silte e argila) do que em fragbes mais grosseiras (areia). Zhang et al.
(2007) observaram o mesmo efeito estudando solos de arrozais na China. Estes
autores verificaram que a maior rigueza de espécies e a maior diversidade nas
fracbes menores do solo foi devido a proximidade entre 0s micro-organismos, ao
acesso de fontes de carbono fora dos microagregados, e ao fato de que o menor
tamanho dos poros serviu como agente protetor e ambiente mais adequado para os
micro-organismos.

A heterogeneidade espacial vista na Antartica, imposta sobre fortes
gradientes ambientais (CONVEY et al., 2014), parece também ser verdadeira em
escala local. A composicdo e a diversidade das comunidades fungicas encontradas
neste trabalho variaram de acordo com a sua distribuicdo espacial, isto €,
comunidades provenientes de amostras coletadas no mesmo local sdo mais
semelhantes entre si do que entre amostras coletadas em locais diferentes,
mostrando que existe uma alta diversidade beta na regido analisada (Figura 11).

6.30btencado de micro-organismos com potencial biotecnoldgico

A grande maioria dos isolados considerados positivos na triagem qualitativa
(em meio sdlido) foram isolados a 15°C e séo provenientes de solos associados as
raizes das duas plantas. Embora neste estudo ndo tenha sido observada uma
provavel atividade de lacase para nenhuma das leveduras isoladas, Vishniac (1996)
reportou que linhagens de Cryptococcus isoladas da Antartica sdo produtoras de
lacase, dentre outras enzimas. Em estudo conduzido com 160 fungos filamentosos

isolados de diferentes substratos antarticos (madeira, estrela-do-mar, sedimento
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marinho, liquen, alga), Barato (2014) verificou que 29 possuiam provavel atividade
de lacase, utilizando o mesmo método de triagem do presente estudo. Baublis et al.
(1991) isolaram um fungo ligninolitico predominantemente tropical, Pycnoporus
coccineus, em um cadaver de pinguim mumificado em um dos Dry Valleys
antérticos.

Ainda séo poucos os trabalhos que tentam acessar o potencial enzimatico de
fungos da Antartica. Loperena et al. 2012, trabalhando com bactérias, fungos
filamentosos e leveduras, verificaram seu potencial de proteases, lipases, amilases,
pectinases, celulases, xilanases, sendo a produgcédo de ligninases (MnP, LiP e
lacase) verificada somente para bactérias. Em adicdo, Duncan e colaboradores
(2008) reportaram o potencial celulolitico de fungos isolados da ilha Ross.

De acordo com a literatura consultada ha apenas um relato da producao de
enzimas ligninoliticas por fungos da Antartica. A maior atividade de LiP em fungos
da Antartica reportada por Barato (2014) foi de 2,25 U L (produzida por um fungo
filamentoso isolado de amostra de osso de baleia, identificado como Cosmospora
sp.). A maior atividade de lacase (3,68 U L) foi obtida por um isolado proveniente
de amostra de madeira, identificado como Cadophora malorum. Ao contrario dos
resultados obtidos no presente estudo, a enzima com as maiores atividades no
estudo de Barato (2014) foi a MnP. Até o presente momento, ndo foi encontrado na
literatura nenhum estudo reportando triagem e producdo de enzimas ligninoliticas

em solos associados as raizes de D. antarctica e C. quitensis.
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7 CONCLUSOES

A metodologia utilizada para o isolamento dos fungos de solos antarticos foi
satisfatoria, sendo possivel recuperar um alto nimero de isolados das amostras
estudadas. A temperatura de isolamento na qual foi possivel recuperar o maior
ndamero de isolados foi a de 15°C, e o maior numero de isolados obtidos foi de
fungos filamentosos. O isolamento seletivo resultou na obtencéo de 35 isolados com
potencial para a producdo de lacase. Dentre esses, 3 isolados apresentaram
atividade enzimatica para a enzima LiP, com valores iguais e/ou maiores que 1 U.L.

Os 667 isolados estudados foram separados em 39 diferentes taxa, e 0s
géneros mais frequentes foram Pseudogymnoascus e Leucosporidium. As amostras
de solo associado as raizes das duas plantas apresentaram alta riqueza de espécies
e alta diversidade em comparagdo com as amostras de solo. A diversidade beta da
regido foi consideravel, dado que diferentes locais apresentaram um menor
compartilhamento de espécies.

As analises multivariadas mostraram um claro padrdo de agrupamento da
composicao taxondmica das comunidades dos solos com relacdo aos seus locais de
coleta, sendo a textura dos solos e seus teores de carbono possiveis fatores chaves
na determinacdo dessas comunidades. Outro fator que pareceu ser determinante
para a diversidade fungica nos solos amostrados foi o fator rizosfera.
Surpreendentemente, ndo houve diferenca significativa entre as comunidades
microbianas em relacdo ao tipo de planta, indicando que parecem ser as condi¢des
locais e o tipo de solo que influenciam na composicdo da comunidade. Houve
diferenca significativa das comunidades de micro-organismos em relacdo a sua
temperatura de isolamento, no entanto, este fator ndo apresentou uma grande
relevancia para explicar a diferenca observada.

No presente trabalho foram isoladas possiveis novas espécies e novos
géneros de fungos, que poderdo ser descritos em estudos futuros, aumentando o
conhecimento sobre a diversidade de fungos antarticos, além de permitir a
exploracdo de novos compostos de interesse que estes fungos podem produzir.

Visto que o ambiente antartico € uma rica fonte de recursos genéticos, a
colecdo de fungos obtida no presente trabalho poderéd ser utilizada em estudos

futuros para a obtengdo de compostos com possivel aplicagédo biotecnoldgica.
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Apéndice A - Numero de isolados (N) por meio de cultura, temperatura, diluicdo e indutor para a
producdo de enzimas ligninoliticas. L (levedura), F (fungo filamentoso), T (temperatura), DIl

(diluicdo), BC (bagaco de cana), PA (palha de arroz).

Amostra 1 (Yellow Point — solo amarelado)

Meio de cultura

Tipo

T(°C)

Dil

Indutor

BC PA N

5 10* 2 3 5

L 10® 0 2 2

15 10* 0 2 2

MA 10® 1 1 2
5 10* 0 1 1

E 10 0 0 0

15 10* 0 0 0

10°® 0 0 0

5 10* 3 2 5

L 10® 0 2 2

15 10 0 > >

MA10x . 101 0 0 0
E 10°® 0 0 0

15 10* 2 0 2

10° 0 0 0

5 10* 2 0 2

L 10® 0 1 1

15 10* 1 3 4

BSA 10°® 1 1 2
5 10* 0 0 0

E 10® 0 0 0

15 10* 7 0 7

10° 0 0 0

5 10* 2 1 3

L 10® 0 2 2

15 10 1 3 4

B&K 10® 2 2 4
5 10* 0 0 0

E 10® 0 0 0

15 10* 2 0 2

0 0 0

103
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Apéndice B- Namero de isolados (N) por meio de cultura, temperatura, diluicdo e indutor para a
producdo de enzimas ligninoliticas. L (levedura), F (fungo filamentoso), T (temperatura), Dil

(diluicdo), BC (bagaco de cana), PA (palha de arroz).

Amostra 2(Yellow Point — solo escuro)

} : o .
Meio de cultura Tipo T (°C) Dil BC PA N
5 101 1 1 2

L 10 0 1 1

15 101 2 0 2

MA 102 4 2 6
5 101 0 2 2

E 10 0 0 0

15 101 3 1 4

102 3 0 3

5 101 2 2 4

L 10 1 0 1

15 10s o 2 1

MA10x . 107 1 5 3
E 10% 0 0 0

15 101 3 2 5

10° 2 2 4

5 101 3 4 7

L 10 0 0 0

15 101 2 3 5

108 2 2 4

BSA s 107 1 3 2
10% 0 0 0

F L 10 7 3 10

5 10° 0 0 0

5 101 1 1 2

L 10 0 1 1

15 101 0 1 1

B&K 108 2 3 5
5 101 0 0 0

= 10% 0 0 0

15 101 1 3 4

5 0 5

10°®
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Apéndice C - Numero de isolados (N) por meio de cultura, temperatura, diluicdo e indutor para a
producdo de enzimas ligninoliticas. L (levedura), F (fungo filamentoso), T (temperatura), Dil (diluigéo),
BC (bagaco de cana), PA (palha de arroz).

Amostra 3 (Punta Hennequin — solo associado araiz de C. quitensis)

) ) o . Indutor
Meio de cultura Tipo T (°C) Dil BC PA N
5 10* 1 2 3
L 10°% 3 4 7
15 10* 0 0 0
MA 103 2 3 5
5 10t 3 1 4
F 103 3 1 4
15 10* 1 0 1
107 4 3 7
5 10* 2 3 5
L 10°% 2 1 3
15 100 3 5 5
MA10x - 10T 1 ) 1
= 10°% 1 4 5
15 101 0 4 4
10°% 6 3 9
5 10t 0 0 0
L 108 0 1 1
15 10t 0 1 1
BSA 10°% 2 2 4
5 101 2 3 5
= 10°% 1 7 8
15 101 8 5 13
10°% 3 1 4
5 10t 2 2 4
L 103 2 4 6
15 101 3 3 6
B&K 10°% 3 4 7
5 101 3 3 6
= 10°% 2 5 7
15 10t 3 5 8
10°% 8 8 16
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Apéndice D - Numero de isolados (N) por meio de cultura, temperatura, diluicdo e indutor para a
producdo de enzimas ligninoliticas. L (levedura), F (fungo filamentoso), T (temperatura), Dil (diluicdo),

BC (bagaco de cana), PA (palha de arroz).

Amostra 4 (Punta Hennequin —solo associado a raiz de D. antarctica)

. . o .
Meio de cultura Tipo T (°C) Dil BC PA N
5 10% 3 1 4

L 10°% 3 5 8

15 10t 4 7 11

MA 103 4 4 8
5 10t 0 0 0

= 10°% 1 2 3

15 10% 1 1 2

10°% 3 5 8

5 10t 2 2 4

L 103 2 3 5

15 100 2 : 3

MAZ10x - 107 1 0 1
= 103 0 3 3

15 10% 4 1 5

103 2 4 6

5 10t 3 1 4

L 108 9 5 14

15 10% 1 1 2

BSA 102 2 1 3
5 101 15 3 18

= 103 3 2 5

15 10 5 7 12

10°% 3 1 4

5 10t 2 2 4

L 103 2 0 2

15 101 8 4 12

B&K 102 6 4 10
5 10t 2 0 2

= 103 1 0 1

15 10 2 4 6

6 6 12

10°
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Apéndice E - Numero de isolados (N) por meio de cultura, temperatura, diluicdo e indutor para a
producdo de enzimas ligninoliticas. L (levedura), F (fungo filamentoso), T (temperatura), Dil (diluigéo),

BC (bagaco de cana), PA (palha de arroz).

Amostra 5 (Punta Plaza — solo associado araiz de D. antarctica)

. ] o ) Indutor
Meio de cultura Tipo T (°C) Dil BC PA N
5 10? 2 1 3
L 103 4 3 7
15 10? 1 1 2
MA 103 6 3 9
5 107 3 2 5
= 103 3 1 4
15 10? 4 3 7
103 4 5 9
5 10? 2 1 3
L 103 2 3 5
15 100 5 3 5
MA10x - 107 > 3 5
= 103 2 1 3
15 10? 2 1 3
103 2 3 5
5 10? 1 2 3
L 103 13 3 16
15 107 0 0 0
BSA 103 1 2 3
5 10* 5 13 18
= 103 1 3 4
15 10? 11 8 19
108 3 5 8
5 10? 1 1 2
L 103 2 1 3
15 10? 2 2 4
B&K 103 4 2 6
5 10* 0 3 3
= 103 8 4 12
15 107 0 2 2
5 8 13

103
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Apéndice F - Numero de isolados (N) por meio de cultura, temperatura, diluicdo e indutor para a
producdo de enzimas ligninoliticas. L (levedura), F (fungo filamentoso), T (temperatura), Dil (diluigéo),
BC (bagaco de cana), PA (palha de arroz).

Amostra 6 (Punta Plaza — solo associado araiz de C. quitensis)

. ' o ) Indutor
Meio de cultura Tipo T (°C) Dil BC PA N
5 10% 2 3 5
L 10°% 4 4 8
15 10t 0 0 0
MA 103 7 8 15
5 10t 1 1 2
= 10°% 5 2 7
15 10% 4 5 9
10°% 4 4 8
5 10t 1 1 2
L 103 1 1 2
15 100 3 > 5
MA10x - 107 > > 2
= 103 4 4 8
15 101 1 3 4
108 2 6 8
5 10t 0 3 3
L 108 0 10 10
15 101 0 0 0
BSA 102 3 4 7
5 101 3 2 5
= 103 3 3 6
15 10 7 3 10
10°% 6 6 12
5 10t 0 2 2
L 103 3 2 5
15 101 3 4 7
B&K 102 3 2 5
5 10t 2 3 5
= 10°% 0 3 3
15 10 8 9 17
102 11 7 18




Apéndice G - Exemplos de alguns dos morfotipos obtidos de MA2% a 15 °C.
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Apéndice H- Morfotipos de MA2% a 15 °C, seus locais de origem, meios de isolamento e identificacao

molecular.
Am((j)stra Temp. de Meio de Cadigo Morfotipo  Sequenciamento Identificacao
origem isolamento isolamento
1 15 B&K 7B-1.3 1 Nao Sem identificagao
1 15 BSA 7B-1.4 1 Né&o Sem identificacéo
1 15 BSA 7B-1.5 1 Nao Sem identificagao
2 15 MA2%10xd. 8B-1.2 1 Nao Sem identificagao
3 15 MA2%10xd. 9B-3.18 1 Né&o Sem identificacéo
3 15 BSA 9B-1.4B 1 Nao Sem identificagao
3 15 B&K 9B-3.13 1 Né&o Sem identificacéo
3 15 MA2%10xd. 9B-3.10 1 Né&o Sem identificacéo
3 15 BSA 9B-3.8 1 Nao Sem identificagao
3 15 B&K 9P-3.12 1 Né&o Sem identificacéo
3 15 B&K 9B-1.9 1 Nao Sem identificagao
3 15 BSA 9P-3.2 1 Nao Sem identificagao
3 15 B&K 9P-3.19 1 Né&o Sem identificacéo
3 15 MA2%10xd. 9B-3.13 1 Nao Sem identificagao
3 15 BSA 9B-1.1 1 Né&o Sem identificacéo
3 15 B&K 9P-3.4 1 Né&o Sem identificacéo
3 15 MA2%10xd. 9pP-3.4 1 Nao Sem identificagao
3 15 B&K 9P-1.3 1 Né&o Sem identificacéo
3 15 BSA 9B-1.7 1 Nao Sem identificagao
3 15 B&K 9B-1.7 1 Nao Sem identificagao
4 15 BSA 10B-1.4 1 Néo Sem identificacéo
4 15 MA2%10xd. 10P-3.5B 1 Nao Sem identificagao
4 15 BSA 10P-1.10 1 Néo Sem identificacéo
4 15 BSA 10B-1.7 1 Néo Sem identificacéo
4 15 MA2%10xd. 10P-1.10 1 Nao Sem identificagao
4 15 MA2%10xd. 10B-1.8A 1 Néo Sem identificacéo
4 15 BSA 10B-1.6 1 Nao Sem identificagao
4 15 MA2%10xd. 10P-3.5A 1 Nao Sem identificagao
5 15 MA2%10xd. 11P-3.7 1 Néo Sem identificacéo
5 15 MA2%10xd. 11B-3.2 1 Nao Sem identificagao
6 15 B&K 3.10 A12P- 1 N&o Sem identificagdo
6 15 MA2%10xd. 12p-3.11 1 Nao Sem identificagcao
6 15 BSA 12P-3.6A 1 N&o Sem identificagéo
6 15 BSA 12P-3.6B 1 Nao Sem identificagcao
6 15 MA2610xd. 4 oot 1 N&o Sem identificaco
2 15 BSA 8B-1.2 2 N&o Sem identificagéo
2 15 MA2%10xd. 8B-1.4 2 Nao Sem identificagcao
2 15 MA2%10xd. 8B-1.3 2 N&o Sem identificagéo
2 15 MA2%10xd. 8B-3.5 2 N&o Sem identificagéo
2 15 BSA 8B-1.3 2 Nao Sem identificacao
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Am((j)stra Temp. de Meio de Cddigo Morfotipo  Sequenciamento Identificagéo
origem isolamento isolamento
3 15 BSA 9B-3.3 2 Nao Sem identificagao
3 15 MA2%10xd. 9B-3.2 2 Né&o Sem identificacéo
4 15 BSA 10P-1.2 2 Né&o Sem identificacéo
4 15 BSA 10P-3.4 2 Nao Sem identificagao
4 15 MA2%10xd. 10B-1.5 2 Né&o Sem identificacéo
4 15 B&K 10P-1.9 2 Nao Sem identificagao
4 15 B&K 10B-3.2 2 Nao Sem identificagao
4 15 BSA 10P-1.8 2 Né&o Sem identificacéo
4 15 BSA 10B-1.3 2 Nao Sem identificagao
4 15 BSA 10B-3.4 2 Né&o Sem identificacéo
5 15 B&K 11P-3.1 2 Né&o Sem identificacéo
5 15 B&K 11B-3.11 2 Nao Sem identificagao
5 15 BSA 11B-1.10 2 Né&o Sem identificacéo
5 15 BSA 11B-1.8 2 Nao Sem identificagao
5 15 BSA 11B-1.9 2 Nao Sem identificagao
5 15 BSA 11P-3.5 2 Né&o Sem identificacéo
5 15 BSA 11B-1.4 2 Nao Sem identificagao
5 15 BSA 11B-1.7 2 Né&o Sem identificacéo
5 15 BSA 11P-3.2 2 Né&o Sem identificacéo
6 15 BSA 12B-3.13 2 Nao Sem identificagao
6 15 BSA 12P-3.5 2 Néo Sem identificacéo
6 15 BSA 12P-3.2 2 Nao Sem identificagao
6 15 BSA 12P-3.11 2 Nao Sem identificagao
6 15 B&K 12B-3.4B 2 Néo Sem identificacéo
3 15 B&K 9B-3.6 3 Nao Sem identificagao
3 15 B&K 9B-3.14 3 Néo Sem identificacéo
3 15 B&K 9P-3.7 3 Néo Sem identificacéo
4 15 B&K 10P-3.9 3 Nao Sem identificagao
4 15 B&K 10B-1.3 3 Néo Sem identificacéo
5 15 B&K 11P-3.4B 3 Nao Sem identificagao
5 15 B&K 11P-3.4A 3 Nao Sem identificagao
5 15 B&K 11P-3.2 3 Nao Sem identificagcao
6 15 B&K 12B-3.7 3 N&o Sem identificagéo
6 15 B&K 12B-1.6 3 Nao Sem identificagcao
6 15 B&K 12P-3.4 3 Nao Sem identificacao
2 15 B&K 8B-3.7 4 N&o Sem identificagéo
3 15 B&K 9P-3.10 4 Nao Sem identificagcao
3 15 B&K 9P-1.9 4 N&o Sem identificagéo
4 15 B&K 10P-3.6 4 N&o Sem identificagéo
4 15 B&K 10B-3.4 4 Nao Sem identificacao
4 15 B&K 10B-3.13 4 N&o Sem identificagéo
6 15 B&K 12P-3.7 4 Nao Sem identificacao
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Am((j)stra Temp. de Meio de Cddigo Morfotipo  Sequenciamento Identificagéo
origem isolamento isolamento

6 15 B&K 12B-1.2 4 Nao Sem identificagao
2 15 BSA 8B-1.8 5 Né&o Sem identificacéo
2 15 BSA 8B-1.1 5 Né&o Sem identificacéo
4 15 MA2%10xd. 10B-3.9 5 Nao Sem identificagao
4 15 BSA 10P-1.11 5 Né&o Sem identificacéo
4 15 BSA 10B-3.2 5 Nao Sem identificagao
4 15 BSA 10P-1.1 5 Nao Sem identificagao
5 15 BSA 11P-3.8 5 Né&o Sem identificacéo
6 15 BSA 12B-1.7 5 Nao Sem identificagao
6 15 B&K 12B-3.15 5 Né&o Sem identificacéo
6 15 MA2%10xd. 12B-3.4 5 Né&o Sem identificacéo
6 15 BSA 12B-1.1 5 Nao Sem identificagao
2 15 BSA 8B-1.6 6 Né&o Sem identificacéo
2 15 B&K 8B-3.1 6 Nao Sem identificagao
2 15 BSA 8B-1.4 6 Nao Sem identificagao
3 15 BSA 9P-1.9 6 Né&o Sem identificacéo
3 15 BSA 9B-1.8 6 Nao Sem identificagao
3 15 BSA 9P-1.5 6 Né&o Sem identificacéo
3 15 BSA 9B-1.9 6 Né&o Sem identificacéo
3 15 MA2%10xd. 9P-3.1 6 Nao Sem identificagao
3 15 BSA 9B-1.6 6 Néo Sem identificacéo
4 15 BSA 10B-1.8 6 Nao Sem identificagao
6 15 BSA 12B-1.9 6 Nao Sem identificagao
6 15 BSA 12B-1.6 6 Néo Sem identificacéo
6 15 BSA 12B-3.4A 6 Nao Sem identificagao
3 15 B&K 9P-3.6 7 Néo Sem identificacéo
4 15 B&K 10B-3.14 7 Néo Sem identificacéo
4 15 BSA 10P-1.3 7 Nao Sem identificagao
5 15 BSA 11B-1.5 7 Néo Sem identificacéo
5 15 MA2%10xd. 11B-3.11 7 Nao Sem identificagao
3 15 B&K 9P-3.15 8 N&o ANI2

3 15 BSA 9B-1.5 8 Nao ANI2

3 15 B&K 9P-3.17 8 N&o ANI2

4 15 B&K 10P-3.15 8 Nao ANI2

4 15 B&K 10P-3.10 8 Nao ANI2

4 15 B&K 10P-1.12 8 N&o ANI2

4 15 B&K 10P-3.18 8 Nao ANI2

5 15 B&K 11B-3.16 8 N&o ANI2

5 15 B&K 11P-1.10 8 N&o ANI2

5 15 B&K 11B-3.12 8 Nao ANI2

5 15 BSA 11B-3.5 8 N&o ANI2

5 15 B&K 11P-3.10 8 Nao ANI2
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Am((j)stra Temp. de Meio de Cddigo Morfotipo  Sequenciamento Identificagéo
origem isolamento isolamento

5 15 B&K 11P-3.3 8 Néo ANI2

6 15 B&K 12B-3.28 8 Na&o ANI2

6 15 B&K 12B-3.21 8 Né&o ANI2

6 15 B&K 12B-3.24 8 Né&o ANI2

6 15 B&K 12P-1.16 8 Né&o ANI2

6 15 B&K 12B-1.12 8 Né&o ANI2

6 15 B&K 12p-1.17 8 Néo ANI2

6 15 B&K 12P-1.15 8 Sim ANI2

6 15 BSA 12B-1.10 8 Néo ANI2

6 15 B&K 12P-1.13 8 Né&o ANI2

6 15 B&K 12P-3.12 8 Né&o ANI2

6 15 BSA 12B-1.5 8 N&o ANI2

5 15 BSA 11B-1.2B 9 Nao Cosmospora sp.2
5 15 BSA 11B-1.2A 9 N&o Cosmospora sp.2
5 15 BSA 11B-1.3 9 Sim Cosmospora sp.2
6 15 B&K 12B-1.1 9 Nao Cosmospora sp.2
6 15 B&K 12B-1.14 9 N&o Cosmospora sp.2
6 15 BSA 12B-1.4 9 Nao Cosmospora sp.2
6 15 MA2%10xd. 12P-1.5 9 Nao Cosmospora sp.2
6 15 B&K 1_14A12P' 9 N&o Cosmospora sp.2
2 15 B&K 8B-3.8 10 Nao Pseudogymnoascus sp.1
2 15 B&K 8B-1.3 10 N&o Pseudogymnoascus sp.1
3 15 B&K 9B-3.4 10 Sim Pseudogymnoascus sp.1
2 15 MA2%10xd. 8B-3.6 11 Néo ANI1

2 15 MA2%10xd. 8P-3.3 11 N&o ANI1

3 15 BSA 9P-1.3 11 Néo ANI1

3 15 B&K 9P-1.3A 11 Néo ANI1

3 15 MA2%10xd. 9P-3.3 11 N&o ANI1

5 15 BSA 11P-3.7 11 Sim ANI1

5 15 B&K 11P-1.7 11 N&o ANI1

6 15 B&K 12P-1.7 11 N&o ANI1

2 15 BSA 8B-1.9 12 Nao Leptosphaeria sp.
4 15 B&K 10B-1.4 12 N&o Leptosphaeria sp.
6 15 BSA 12B-3.5 12 Nao Leptosphaeria sp.
6 15 B&K 12B-3.23 12 Nao Leptosphaeria sp.
6 15 B&K 12B-3.26 12 Sim Leptosphaeria sp.
3 15 B&K 9B-3.1 13 Nao Sem identificacao
3 15 B&K 9B-3.9 13 N&o Sem identificagéo
4 15 MA2%10xd. 10B-3.12 13 N&o Sem identificagéo
4 15 MA2%10xd. 10B-1.3 13 Nao Sem identificacao
4 15 MA2%10xd. 10P-3.4 13 N&o Sem identificagéo
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Am((j)stra Temp. de Meio de Cddigo Morfotipo  Sequenciamento Identificagéo

origem isolamento isolamento
4 15 B&K 10P-3.12 13 Nao Sem identificagao
4 15 B&K 10P-1.31 13 Né&o Sem identificacéo
6 15 B&K 12B-3.2 13 Né&o Sem identificacéo
6 15 BSA 12B-3.10 13 Nao Sem identificagao
6 15 B&K 12B-3.9 13 Né&o Sem identificacéo
6 15 MA2%10xd. 12P-3.5 13 Nao Sem identificagao
5 15 BSA 11P-1.7 14 Nao Trichoderma sp.
5 15 BSA 11P-1.8 14 Né&o Trichoderma sp.
5 15 BSA 11P-1.2 14 Nao Trichoderma sp.
5 15 BSA 11P-15 14 Nao Trichoderma sp.
5 15 BSA 11P-11 14 Nao Trichoderma sp.
5 15 BSA 11P-1.6 14 Nao Trichoderma sp.
5 15 BSA 11P-1.9 14 Nao Trichoderma sp.
6 15 BSA 12P-1.3 14 Nao Trichoderma sp.
6 15 BSA 12P-1.4 14 Nao Trichoderma sp.
6 15 BSA 12P-1.2 14 Sim Trichoderma sp.
1 15 MA2%10xd. 7B-1.2 15 Nao Sem identificagao
4 15 B&K 10B-3.18 15 Né&o Sem identificacéo
6 15 B&K 12B-3.27 15 Né&o Sem identificacéo
6 15 B&K 12P-1.18 15 Nao Sem identificagao
5 15 B&K 11B-3.4 16 Néo Sem identificacéo
5 15 B&K 11P-3.9 16 Nao Sem identificagao
5 15 BSA 11P-1.3 16 Nao Sem identificagao
6 15 B&K 12P-1.2 16 Néo Sem identificacéo
6 15 B&K 12B-1.5 16 Nao Sem identificagao
6 15 B&K 1.14812'3_ 16 N&o Sem identificagéo
6 15 B&K 12B-3.25 16 Néo Sem identificacéo
5 15 BSA 11P-3.9 17 Sim Oidiodendron sp.
2 15 MA2%10xd. 8P-3.5 18 Nao Mortierella sp.1
2 15 B&K 8P-1.2 18 Nao Mortierella sp.1
2 15 B&K 8B-3.6 18 Nao Mortierella sp.1
5 15 MA2%10xd. 11P-1.9 18 Sim Mortierella sp.1
1 15 B&K 7B-1.5 19 N&o Mortierella sp.1
2 15 MA2%10xd. 8P-1.3 19 Nao Mortierella sp.1
2 15 B&K 8P-1.5 19 Nao Mortierella sp.1
2 15 MA2%10xd. 8pP-1.1 19 Sim Mortierella sp.1
5 15 MA2%10xd. 11B-1.3 19 Nao Mortierella sp.1
5 15 MA2%10xd. 11B-1.1 19 N&o Mortierella sp.1
6 15 MA2%10xd. 12B-1.2 19 N&o Mortierella sp.1
6 15 MA2%10xd. 12P-11 19 Nao Mortierella sp.1
2 15 BSA 8P-1.5A 20 N&o Pseudogymnoascus sp.1
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Am((j)stra Temp. de Meio de Cddigo Morfotipo  Sequenciamento Identificagéo

origem isolamento isolamento
3 15 MA2%10xd. 9pP-1.7 20 Sim Pseudogymnoascus sp.1
3 15 B&K 9P-1.10 20 Né&o Pseudogymnoascus sp.1
6 15 MA2%10xd. 3'10A12P' 20 Nao Pseudogymnoascus sp.1
4 15 B&K 10P-1.11 21 Nao Microdochium lycopodinum
4 15 B&K 10B-3.9 21 Nao Microdochium lycopodinum
4 15 MA2%10xd. 10P-3.2 21 Nao Microdochium lycopodinum
6 15 MA2%10xd. 12P-3.2 21 Sim Microdochium lycopodinum
1 15 MA2%10xd. 7B-1.7 22 Né&o Pseudogymnoascus sp.1
1 15 BSA 7B-1.7A 22 N&o Pseudogymnoascus sp.1
1 15 BSA 7B-1.7B 22 Nao Pseudogymnoascus sp.1
1 15 BSA 7B-1.7C 22 Nao Pseudogymnoascus sp.1
2 15 B&K 8P-1.8 22 Sim Pseudogymnoascus sp.1
2 15 BSA 8P-1.2 22 Nao Pseudogymnoascus sp.1
3 15 B&K 9B-3.7 22 N&o Pseudogymnoascus sp.1
3 15 B&K 9B-1.1 22 N&o Pseudogymnoascus sp.1
3 15 MA2%10xd. 9B-3.14 22 Nao Pseudogymnoascus sp.1
3 15 BSA 9B-3.5 22 N&o Pseudogymnoascus sp.1
5 15 B&K 11P-3.7 22 Nao Pseudogymnoascus sp.1
2 15 BSA 8P-1.5B 23 Nao Pseudogymnoascus sp.1
3 15 MA2%10xd. 9P-1.1A 23 Nao Pseudogymnoascus sp.1
3 15 MA2%10xd. 9P-1.1B 23 Nao Pseudogymnoascus sp.1
3 15 BSA 9B-1.4A 23 Sim Pseudogymnoascus sp.1
6 15 MA2%10xd. 12P-1.3 24 Sim Pseudogymnoascus sp.1
6 15 B&K 3.10812'3_ 24 N&o Pseudogymnoascus sp.1
1 15 BSA 7B-1.3 25 N&o Pseudogymnoascus sp.3
2 15 B&K 8B-3.10 25 Sim Pseudogymnoascus sp.3
3 15 B&K 9P-1.5 25 Néo Pseudogymnoascus sp.3
5 15 B&K 11B-3.7 26 Sim Pochonia sp.
6 15 B&K 12P-3.1 26 Nao Pochonia sp.
6 15 BSA 12B-3.15 27 Néo Sem identificacéo
6 15 BSA 12P-3.10 28 Nao Purpureocillium lilacinum
6 15 B&K 12P-3.11 28 Sim Purpureocillium lilacinum
3 15 MA2%10xd. 9P-1.4 29 N&o Sem identificagéo
6 15 B&K 12B-1.2A 29 N&o Sem identificagéo
4 15 BSA 10P-1.4 30 Sim Fusarium avenaceum species complex
6 15 B&K 12B-1.2B 30 N&o Fusarium avenaceum species complex
5 15 BSA 11B-3.6 31 Nao Sem identificacao
5 15 BSA 11B-3.4 31 Nao Sem identificacao
5 15 MA2%10xd. 11P-3.10 32 Sim Cladosporium sp.
5 15 MA2%10xd. 11P-3.4 33 Nao Sem identificacao
6 15 MA2%10xd. 12B-3.5 34 Sim Leptosphaeria sp.
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Amostra Temp. de Meio de
de . P . Cddigo Morfotipo  Sequenciamento Identificac&o
h isolamento isolamento
origem
5 15 BSA 11B-1.12 35 Nao Sem identificagao
3 15 MA2%10xd. 9B-3.4 36 Sim Pseudogymnoascus sp.1
4 15 MA2%10xd. 10B-1.8B 37 Sim Pseudogymnoascus sp.3
6 15 MA2%10xd. 12P-3.1 38 Sim Laetinaevia carneoflavida
3 15 B&K 9B-3.10 39 Sim Varicosporium sp.
1 15 BSA 7B-1.1 40 Nao Penicillium sp.
3 15 BSA 9P-1.6 40 Nao Penicillium sp.
3 15 BSA 9P-1.8 40 Né&o Penicillium sp.
4 15 BSA 10B-3.6 40 Nao Penicillium sp.
5 15 BSA 11B-1.11 40 Nao Penicillium sp.
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Apéndice |- Morfotipos de PDA a 15 °C, seus locais de origem, meios de isolamento e identificacdo molecular

Am((j)stra Temp. de Meio de Cadigo Morfotipo  Sequenciamento Identificacao

origem isolamento isolamento
3 15 MA2% 9B-3.13 1 Sim Cosmospora sp.1
4 15 MA2% 10P-3.11 1 Né&o Cosmospora sp.1
6 15 MA2% 12P-1.9 1 Sim Cosmospora sp.1
6 15 MA2% 12B-1.6 1 Sim Cosmospora sp.1
6 15 MA2% 12P-3.4 1 Sim Cosmospora sp.1
6 15 MA2% 12P-3.9 1 Nao Cosmospora sp.1
6 15 MA2% 12P-1.10 1B Sim Cosmospora sp.3
3 15 MA2% 9P-3.2 2 Sim Pseudogymnoascus sp. 1
3 15 MA2% 9B-1.9 2 Sim Pseudogymnoascus sp. 1
3 15 MA2% 9B-3.10 2 Sim Pseudogymnoascus sp. 1
3 15 MA2% 9B-3.14 2 Sim Pseudogymnoascus sp. 1
4 15 MA2% 10B-3.5 2 Sim Pseudogymnoascus sp. 1
5 15 MA2% 11P-3.1 2 Sim Pseudogymnoascus sp. 1
2 15 MA2% 8P-1.4 3 Nao Mortierella sp.1
5 15 MA2% 11B-1.4 3 Sim Mortierella sp.1
5 15 MA2% 11P-1.1 3 Sim Mortierella sp.1
5 15 MA2% 11B-1.6 3 Sim Mortierella sp.1
6 15 MA2% 12P-1.1 3 Sim Mortierella sp.1
6 15 MA2% 12B-1.3 3 Nao Mortierella sp.1
2 15 MA2% 8B-3.10 3B Sim Mortierella sp.2
4 15 MA2% 10P-1.8 4 Sim Fusarium oxysporum species complex
5 15 MA2% 11B-3.15 4 Nao Fusarium oxysporum species complex
5 15 MA2% 11B-3.13 4 Nao Fusarium oxysporum species complex
6 15 MA2% 12P-1.8 4 Nao Fusarium oxysporum species complex
2 15 MA2% 8B-1.6B 5 Sim Pseudogymnoascus sp. 3
2 15 MA2% 8B-1.6A 5 Néo Pseudogymnoascus sp. 3
2 15 MA2% 8B-3.1 5 Sim Pseudogymnoascus sp. 3
6 15 MA2% 12B-3.5 5 Sim Pseudogymnoascus sp. 3
6 15 MA2% 12P-3.6 5 Sim Pseudogymnoascus sp. 3
2 15 MA2% 8B-3.7 6 Sim Pseudogymnoascus sp. 3
4 15 MA2% 10P-3.3 6 Sim Pseudogymnoascus sp. 3
4 15 MA2% 10P-3.8 7 Sim Microdochium lycopodinum
4 15 MA2% 10B-1.8 7 Sim Microdochium lycopodinum
5 15 MA2% 11B-3.12 7 Sim Microdochium lycopodinum
2 15 MA2% 8B-1.4 8 Nao Pseudogymnoascus sp. 1
4 15 MA2% 10P-3.2 8 Sim Pseudogymnoascus sp. 1
3 15 MA2% 9pP-3.7 9 Sim Fusarium avenaceum species complex
5 15 MA2% 11P-1.10 9 Né&o Fusarium avenaceum species complex
5 15 MA2% 11P-1.9 9 Sim Fusarium avenaceum species complex
5 15 MA2% 11P-3.3 10 Sim Pseudogymnoascus sp. 1
6 15 MA2% 12B-1.2 11 Sim Fusarium avenaceum species complex
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Am((j)stra Temp. de Meio de Cddigo Morfotipo  Sequenciamento Identificagéo
origem isolamento isolamento
6 15 MA2% 12P-1.11 11 Sim Fusarium avenaceum species complex
6 15 MA2% 12B-3.8 12 Sim Leptosphaeria sp.
6 15 MA2% 12B-3.13 12 Sim Leptosphaeria sp.
6 15 MA2% 12B-3.7 12 Sim Leptosphaeria sp.
4 15 MA2% 10P-3.7 13 Sim Pseudogymnoascus sp. 3
5 15 MA2% 11B-1.2 14 Sim Fusarium avenaceum species complex
4 15 MA2% 10B-3.3 15 Né&o ANI4
5 15 MA2% 11P-3.4 15 Sim ANI4
5 15 MA2% 11B-1.2B 16 Sim Fusarium avenaceum species complex
3 15 MA2% 9B-3.11 17 Sim Pseudogymnoascus sp. 1
6 15 MA2% 12P-3.2 18 Sim Purpureocillium lilacinum
5 15 MA2% 11P-3.9 19 Nao Sem identificagao
4 15 MA2% 10B-3.6 20 Sim Varicosporiumsp.
5 15 MA2% 11P-3.8 21 Sim Fusarium avenaceum species complex
3 15 MA2% 9P-3.3 22 Sim ANI2
6 15 MA2% 12B-1.7 23 Sim Antarctomyces sp.
5 15 MA2% 11B-3.1 24 Sim Pseudogymnoascus sp. 3
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Apéndice J- Morfotipos de MA2% a 5 °C, seus locais de origem, meios de isolamento e identificacdo molecular.

Amostra Temp. de Meio de

de origem _isolamento isolamento Cédigo Morfotipo Sequenciamento Identificacao

3 5 B&K 9P-3.4 1 Sim Antarctomyces sp.

3 5 B&K 9B-3.3 1 Né&o Antarctomyces sp.

3 5 B&K 9B-1.6 1 Nao Antarctomyces sp.

3 5 B&K 9B-1.5 1 Né&o Antarctomyces sp.

3 5 B&K 9P-1.2 1 Nao Antarctomyces sp.

3 5 B&K 9P-3.8 1 Nao Antarctomyces sp.

4 5 B&K 10B-1.7 1 Né&o Antarctomyces sp.

4 5 MA2%10xd. 10P-3.5 1 Nao Antarctomyces sp.

5 5 MA2%10xd. 11P-1.3 1 Né&o Antarctomyces sp.

6 5 B&K 12P-1.7 1 Nao Antarctomyces sp.

3 5 B&K 9P-3.7 2 Sim Antarctomyces sp.

3 5 B&K 9B-1.2 2 Nao Antarctomyces sp.

3 5 MA2%10xd. 9P-3.3 2 N&o Antarctomyces sp.

3 5 B&K 9P-3.9 2 N&o Antarctomyces sp.

3 5 B&K 9P-1.6 2 Nao Antarctomyces sp.

5 5 B&K 11B-3.1 2 N&o Antarctomyces sp.

6 5 MA2%10xd. 12P-1.2 2 Né&o Antarctomyces sp.

4 5 MA2%10xd. 10B-1 3 Né&o Pseudogymnoascus sp.3
4 5 BSA 10B-1.18 3 Sim Pseudogymnoascus sp.3
4 5 BSA 10B-1.8 3 Né&o Pseudogymnoascus sp.3
6 5 MA2%10xd. 12B-3.8 3 Nao Pseudogymnoascus sp.3
6 5 MA2%10xd. 12P-3.1 3 Nao Pseudogymnoascus sp.3
2 5 BSA 8P-1.3 4 Nao Pseudogymnoascus sp.1
3 5 BSA 9pP-1.1 4 N&o Pseudogymnoascus sp.1
3 5 BSA 9P-1.3 4 Nao Pseudogymnoascus sp.1
5 5 B&K 11B-3.8 4 Nao Pseudogymnoascus sp.1
5 5 BSA 11B-1.2 4 N&o Pseudogymnoascus sp.1
5 5 BSA 11P-1.11 4 Nao Pseudogymnoascus sp.1
5 5 B&K 11B-3.9 4 N&o Pseudogymnoascus sp.1
5 5 BSA 11P-1.8 4 Sim Pseudogymnoascus sp.1
5 5 BSA 11P-3.9 4 Nao Pseudogymnoascus sp.1
6 5 BSA 12B-3.3 4 Né&o Pseudogymnoascus sp.1
6 5 BSA 12B-1.4 4 Nao Pseudogymnoascus sp.1
3 5 B&K 9P-1.5 5 Néo ANI4

3 5 BSA 9P-3.2 5 N&o ANI4

4 5 B&K 10B-3.2 5 Sim ANI4

5 5 MA2%10xd. 11B-3.1 5 Né&o ANI4

5 5 B&K 11P-3.2 6 Sim ANI4

5 5 BSA 11P-3.12 6 Nao ANI4

6 5 BSA 12P-3.1 6 N&o ANI4

6 5 B&K 12B-1.1 6 Nao ANI4
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dﬁrgcrjisgt(re?n i;-(flgrﬁé(rjlfo is'(\)/llzin(igr?to Cédigo Morfotipo Sequenciamento Identificacao
6 5 B&K 12P-3.2 6 Né&o ANI4
3 5 BSA 9P-3.3 7 Né&o Pseudogymnoascus sp.3
4 5 BSA 10B-1.13 7 Sim Pseudogymnoascus sp.3
3 5 BSA 9P-3.10 8 Né&o Sem identificacéo
4 5 B&K 10B-1.6 8 Né&o Sem identificacéo
4 5 MA2%10xd. 10P-3.8 8 Nao Sem identificagao
5 5 BSA 11P-3.2 9 Né&o Cosmospora sp.1
6 5 BSA 12P-1.12 9 Sim Cosmospora sp.1
6 5 BSA 12P-1.13 9 Nao Cosmospora sp.1
3 5 BSA 9B-3.5 10 Sim ANI5
5 5 BSA 11P-1.5 11 Sim Pseudogymnoascus sp.3
3 5 MA2%10xd. 9P-3.4 12 Né&o Sem identificacéo
3 5 B&K 9B-3.7 12 Né&o Sem identificacéo
5 5 MA2%10xd. 11B-1.3 12 Nao Sem identificagao
6 5 MA2%10xd. 12B-1.5 12 Né&o Sem identificacéo
6 5 B&K 12P-1.5 12 Nao Sem identificagao
6 5 B&K 12B-1.2 12 Nao Sem identificagao
6 5 B&K 12P-1.8 12 Né&o Sem identificacéo
5 5 B&K 11P-1.6 13 Nao Mortierella sp.1
5 5 B&K 11P-15 13 Sim Mortierella sp.1
5 5 MA2%10xd. 11P-3.3 14 Sim Cladosporium sp.
5 5 B&K 11B-3.6 14 Nao Cladosporium sp.
5 5 MA2%10xd. 11P-1.4 14 Nao Cladosporium sp.
5 5 B&K 11P-3.9 14 Nao Cladosporium sp.
5 5 BSA 11P-1.13 14 Nao Cladosporium sp.
6 5 MA2%10xd. 12P-1.5 14 Nao Cladosporium sp.
2 5 MA2%10xd. 8P-1.1 15 Sim Cladosporium sp.
5 5 B&K 11B-3.7 16 Néo Sem identificacéo
3 5 MA2%10xd. 9P-3.7 17 Sim Pseudogymnoascus sp.1
3 5 BSA 9B-1.1 18 N&o Pseudogymnoascus sp.1
4 5 BSA 10B-1.10 18 Sim Pseudogymnoascus sp.1
5 5 BSA 11B-1.1 18 N&o Pseudogymnoascus sp.1
3 5 BSA 9P-1.2 19 N&o Pseudogymnoascus sp.3
6 5 MA2%10xd. 12P-3.3 19 Sim Pseudogymnoascus sp.3
4 5 BSA 10B-1.9 20 N&o Pseudogymnoascus sp.2
6 5 B&K 12P-3.6 20 Sim Pseudogymnoascus sp.2
4 5 BSA 10B-1.5 21 Sim Pseudogymnoascus sp.2
6 5 BSA 12B-1.3 21 N&o Pseudogymnoascus sp.2
4 5 BSA 10P-1.4 22 Nao Pseudogymnoascus sp.3
5 5 BSA 11P-1.9 22 Sim Pseudogymnoascus sp.3
3 5 MA2%10xd. 9pP-3.1 23 Sim Pseudogymnoascus sp.3
6 5 MA2%10xd. 12B-3.5 23 Nao Pseudogymnoascus sp.3
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3 5 BSA 9pP-3.4 24 Nao Pseudogymnoascus sp.3
5 5 MA2%10xd. 11P-1.2 24 Sim Pseudogymnoascus sp.3
2 5 BSA 8P-1.5 25 Nao Pseudogymnoascus sp.3
3 5 BSA 9P-3.6 25 Né&o Pseudogymnoascus sp.3
3 5 BSA 9B-1.2 25 Né&o Pseudogymnoascus sp.3
4 5 BSA 10B-1.16 25 Nao Pseudogymnoascus sp.3
4 5 BSA 10P-3.4 25 Sim Pseudogymnoascus sp.3
6 5 BSA 12B-3.4 25 Nao Pseudogymnoascus sp.3
6 5 MA2%10xd. 12P-3.7 25 Nao Pseudogymnoascus sp.3
4 5 BSA 10P-3.9 26 Né&o Pseudogymnoascus sp.3
5 5 BSA 11B-15 26 N&o Pseudogymnoascus sp.3
5 5 BSA 11P-1.6 26 Sim Pseudogymnoascus sp.3
5 5 BSA 11P-1.2 26 Né&o Pseudogymnoascus sp.3
5 5 BSA 11P-1.4 26 N&o Pseudogymnoascus sp.3
3 5 BSA 9P-3.5 27 Néo ANI5
5 5 B&K 11P-3.10 27 N&o ANI5
6 5 BSA 12P-3.15 27 Sim ANI5
4 5 BSA 10P-1.1 28 Né&o Pseudogymnoascus sp.3
4 5 BSA 10B-1.17 28 N&o Pseudogymnoascus sp.3
5 5 BSA 11B-1.3 28 Sim Pseudogymnoascus sp.3
4 5 BSA 10P-1.5 29 Sim Pseudogymnoascus sp.3
6 5 MA2%10xd. 12B-3.9 29 Nao Pseudogymnoascus sp.3
4 5 BSA 10B-1.2 30 Néo Sem identificacédo
2 5 BSA 8B-1.5 31 N&o Pseudogymnoascus sp.3
6 5 BSA 12P-3.12 31 Sim Pseudogymnoascus sp.3
4 5 BSA 10B-1.6 32 Sim Pseudogymnoascus sp.3
5 5 BSA 11P-1.14 32 N&o Pseudogymnoascus sp.3
6 5 B&K 12P-3.5 33 Sim Leptosphaeria sp.
6 5 MA2%10xd. 12P-3.6 33 Nao Leptosphaeria sp.
3 5 BSA 9P-3.8 34 Sim Pseudogymnoascus sp.1
5 5 BSA 11B-1.6 34 Nao Pseudogymnoascus sp.1
6 5 MA2%10xd. 12B-3.2 35 Sim Leptosphaeria sp.
5 5 BSA 11P-1.16 36 Sim Pseudogymnoascus sp.1
5 5 B&K 11B-3.2 36 Nao Pseudogymnoascus sp.1
5 5 BSA 11P-1.15 37 N&o Sem identificagéo
5 5 B&K 11P-1.7 37 Nao Sem identificagcao
2 5 BSA 8P-1.4 38 Sim Pseudogymnoascus sp.3
4 5 BSA 10B-1.1 39 Sim Pseudogymnoascus sp.1
6 5 BSA 12B-1.1 40 Sim Pseudogymnoascus sp.2
5 5 B&K 11B-3.3 41 Sim Thelebolus sp.
5 5 MA2%10xd. 11B-1.2 42 Sim Pseudogymnoascus sp.3
4 5 MA2%10xd. 10P-3.1 43 Sim Microdochium lycopodinum
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4 5 BSA 10B-1.4 44 Sim Pseudogymnoascus sp.3
2 5 MA2%10xd. 8B-1.2 45 Né&o Sem identificacéo

6 5 MA2%10xd. 12B-1.1 46 Sim Leptosphaeria sp.

3 5 B&K 9P-3.10 47 Sim Pseudogymnoascus sp.1
3 5 MA2%10xd. 9B-1.3 48 Sim Varicosporium sp.

6 5 BSA 12B-3.2 49 Sim Pseudogymnoascus sp.3
4 5 BSA 10B-1.3 50 Sim Pseudogymnoascus sp.1
4 5 BSA 10B-3.1 51 Nao Sem identificagao

5 5 BSA 11B-3.17 52 Sim Pseudogymnoascus sp.3
5 5 B&K 11B-3.10 53 Né&o Sem identificacéo

5 5 BSA 11P-1.7 54 Sim Pseudogymnoascus sp.1
5 5 MA2%10xd. 11B-3.2 55 Sim Fusarium avenaceum species complex
5 5 B&K 11P-3.7 56 Sim Oidiodendron sp.

5 5 BSA 11P-1.3 57 Sim Cadophora luteo-olivacea
3 5 MA2%10xd. 9B-3.4 58 Sim Pseudogymnoascus sp.1
4 5 BSA 10B-1.7 59 Sim Pseudogymnoascus sp.1
4 5 BSA 10B-3.1A 60 Sim Varicosporium sp.

4 5 BSA 10B-3.1B 61 Né&o Sem identificacéo

4 5 BSA 10B-1.3B 62 Sim Pseudogymnoascus sp.1
2 5 MA2%10xd. 8P-1.2 63 Sim Pseudogymnoascus sp.1
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Apéndice K- Morfotipos de PDA a 5 °C, seus locais de origem, meios de isolamento e identificacdo molecular.

Amostra de

Temp. de

Meio de

origem isolamento isolamento Cédigo Morfotipo  Sequenciamento Identificacéo
3 5 MA2% 9B-1.3 1 Né&o Microdochium lycopodinum
6 5 MA2% 12B-1.2 1 Né&o Microdochium lycopodinum
6 5 MA2% 12P-1.5 1 Sim Microdochium lycopodinum
5 5 MA2% 11B-1.4 2 Né&o Fusarium avenaceum species complex
5 5 MA2% 11B-1.7 2 Nao Fusarium avenaceum species complex
6 5 MA2% 12B-3.3 2 Sim Fusarium avenaceum species complex
5 5 MA2% 11B-3.3 3 Né&o Sem identificac@o
3 5 MA2% 9B-3.12 4 Sim Pseudogymnoascus sp.3
6 5 MA2% 12P-3.3 4 Né&o Pseudogymnoascus sp.3
5 5 MA2% 11B-3.5 5 Né&o Pseudogymnoascus sp.3
6 5 MA2% 12B-3.2 5 N&o Pseudogymnoascus sp.3
6 5 MA2% 12B-3.13 5 Sim Pseudogymnoascus sp.3
2 5 MA2% 8P-1.3 6 Sim Pseudogymnoascus sp.3
3 5 MA2% 9P-1.3 7 Sim Pseudogymnoascus sp.1
5 5 MA2% 11P-1.4 8 Sim Mortierella sp.1
5 5 MA2% 11B-1.3 8 Nao Mortierella sp.1
4 5 MA2% 10P-3.9 9 Né&o Sem identificacé@o
3 5 MA2% 9B-3.2 10 Né&o Pseudogymnoascus sp.3
4 5 MA2% 10P-3.6 10 Sim Pseudogymnoascus sp.3
5 5 MA2% 11B-3.1 11 Sim Pseudogymnoascus sp.1
6 5 MA2% 12B-3.5 11 N&o Pseudogymnoascus sp.1
5 5 MA2% 11P-3.7 12 Nao Sem identificagcdo
5 5 MA2% 11P-1.3 13 Néo Sem identificacéo
6 5 MA2% 12P-3.6 14 Sim Leptosphaeria sp.
1 5 MA2% 7P-1.2 15 Sim Antarctomyces sp.
3 5 MA2% 9B-1.1A 16 Sim Pseudogymnoascus sp.3
6 5 MA2% 12B-3.4 17 Nao Sem identificacdo
3 5 MA2% 9B-1.1B 18 Sim Pseudogymnoascus sp.3
3 5 MA2% 9P-3.1 19 Sim Pseudogymnoascus sp.1
2 5 MA2% 8P-1.1 20 Sim Pseudogymnoascus sp.3
3 5 MA2% 9B-3.10 21 Sim ANI3
4 5 MA2% 10B-3.2 22 Sim Pseudogymnoascus sp.3




101

Apéndice L - Perfis genéticos das leveduras estudadas, seus locais de origem e sua identificacdo molecular.

Amostra de Temp. de Meio de

origem isolamento isolamento Cadigo Perfil Sequenciamento Identificacao
3 5 B&K 9B-3.6 1 Né&o ANI6
5 5 BSA 11B-3.1 1 Né&o ANI6
4 5 MA2% 10B-3.5 1 Néo ANI6
6 5 BSA 12P-3.4 1 Né&o ANI6
3 5 B&K 9P-3.3 1 Sim ANI6
5 5 B&K 11B-3.5 2 Nao Leucosporidium fragarium
6 5 MA2% 12P-1.7 2 Sim Leucosporidium fragarium
1 5 MA2% 7P-1.3 3 Sim Naganishia sp.
1 5 B&K 7P-3.2 3 Né&o Naganishia sp.
1 5 MA2% 7P-3.2 3 Né&o Naganishia sp.
1 5 B&K 7P-3.1 3 Nao Naganishia sp.
4 5 BSA 10B-1.11 3 Nao Naganishia sp.
1 5 MA2% 7P-3.1 3 Nao Naganishia sp.
2 5 BSA 8P-1.1 4 Nao Leucosporidium sp.
2 5 B&K 8B-1.1 4 Sim Leucosporidium sp.
1 5 BSA 7B-1.2 4 Nao Leucosporidium sp.
1 5 MA2%10xd. 7B-1.2 4 Nao Leucosporidium sp.
1 5 B&K 7P-1.1 4 Nao Leucosporidium sp.
5 5 BSA 11B-1.4 4 Nao Leucosporidium sp.
1 5 MA2% 7B-1.1 4 Nao Leucosporidium sp.
5 5 MA2%10xd. 11B-1.4 4 Nao Leucosporidium sp.
5 5 BSA 11P-3.3 4 Nao Leucosporidium sp.
2 15 MA2% 8P-3.1 5 Nao Leucosporidium sp.
1 15 MA2%10xd. 7P-3.2 5 Nao Leucosporidium sp.
1 15 MA2% 7B-3.5 5 Nao Leucosporidium sp.
3 15 B&K 9B-1.6 5 Sim Leucosporidium sp.
6 15 MA2% 12B-3.1 6 Nao Leucosporidium sp.
1 15 B&K 7P-1.4 6 Né&o Leucosporidium sp.
2 15 BSA 8B-3.2 6 Nao Leucosporidium sp.
6 15 B&K 12B-1.8 6 Sim Leucosporidium sp.
3 15 B&K 9B-1.5 6 Nao Leucosporidium sp.
6 15 MA2% 12B-3.6 7 Néo Leucosporidium sp.
6 15 MA2% 12P-3.15 7 Nao Leucosporidium sp.
6 15 MA2% 12P-3.13 7 Nao Leucosporidium sp.
6 15 BSA 12P-3.7 7 Sim Leucosporidium sp.
3 15 MA2%10xd. 9B-3.6 7 Nao Leucosporidium sp.
3 15 MA2%10xd. 9B-3.19 7 Néo Leucosporidium sp.
4 15 B&K 10B-1.12B 7 Néo Leucosporidium sp.
4 15 BSA 10B-1.1 8 Sim Goffeauzyma gilvescens
4 5 MA2% 10B-3.3 8 Né&o Goffeauzyma gilvescens
2 15 BSA 8B-1.7 8 Né&o Goffeauzyma gilvescens
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Amo_stra de _Temp. de . Meio de Cadigo Perfil Sequenciamento Identificacao
origem isolamento isolamento
4 5 B&K 10B-1.5 8 Nao Goffeauzyma gilvescens
4 15 MA2% 10B-1.7 8 Né&o Goffeauzyma gilvescens
3 15 MA2% 9P-3.9B 9 Nao Sem identificagao
3 15 MA2%10xd. 9P-3.6 9 Né&o Sem identificacéo
3 5 B&K 9P-3.5 9 Né&o Sem identificacéo
6 5 BSA 12P-3.7 9 Nao Sem identificagao
4 5 BSA 10B-3.5 9 Né&o Sem identifica¢éo
3 5 MA2%10xd. 9pP-1.2 9 Nao Sem identificagao
5 5 BSA 11B-3.15 9 Nao Sem identificagao
6 5 B&K 12B-3.2 9 Né&o Sem identificacéo
3 5 MA2% 9pP-3.8 9 Nao Sem identificagao
1 5 BSA 7P-3.2 9 Né&o Sem identificacéo
4 5 B&K 10B-3.3 9 Né&o Sem identificacéo
5 5 MA2% 11B-3.4 9 Nao Sem identificagao
3 15 MA2% 9B-3.7 9 Né&o Sem identificacéo
4 15 MA2% 10B-3.2B 9 Nao Sem identificagao
4 15 MA2%10xd. 10P-1.2 9 Nao Sem identificagao
6 15 MA2%10xd. 12B-3.7 9 Né&o Sem identificacéo
3 5 MA2%10xd. 9B-3.2 9 Nao Sem identificagao
3 15 B&K 9B-3.11 10 Nao Leucosporidium sp.
3 15 B&K 9B-3.18 10 Nao Leucosporidium sp.
3 15 B&K 9B-1.8 10 Nao Leucosporidium sp.
1 15 B&K 7P-3.1 10 Nao Leucosporidium sp.
6 15 B&K 12B-1.3 10 Nao Leucosporidium sp.
6 15 B&K 12B-3.17 10 Nao Leucosporidium sp.
1 15 B&K 7P-1.3 10 Nao Leucosporidium sp.
1 15 B&K 7P-1.2 10 Nao Leucosporidium sp.
1 15 B&K 7B-1.4 10 Nao Leucosporidium sp.
1 15 B&K 7B-3.1 10 Nao Leucosporidium sp.
5 15 B&K 11P-3.8 10 Sim Leucosporidium sp.
3 5 MA2% 9B-3.9 10 Nao Leucosporidium sp.
5 5 MA2%10xd. 11B-1.1 10 Nao Leucosporidium sp.
6 15 B&K 12P-1.11 10 Néo Leucosporidium sp.
6 15 B&K 12P-1.1 10 Nao Leucosporidium sp.
1 5 MA2% 7B-1.2 10 Néo Leucosporidium sp.
5 5 B&K 11P-3.6 10 Nao Leucosporidium sp.
2 5 BSA 8B-1.1 10 Né&o Leucosporidium sp.
5 5 B&K 11B-1.1 10 Néo Leucosporidium sp.
1 5 B&K 7B-1.2 10 Nao Leucosporidium sp.
1 5 B&K 7B-1.1 10 Néo Leucosporidium sp.
1 5 BSA 7B-1.1 10 Né&o Leucosporidium sp.
6 5 B&K 12P-1.3 10 Nao Leucosporidium sp.
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Amo_stra de _Temp. de . Meio de Cadigo Perfil Sequenciamento Identificacao
origem isolamento isolamento
4 15 MA2% 10B-3.1B 10 Nao Leucosporidium sp.
6 15 B&K 12P-3.9 10 Né&o Leucosporidium sp.
4 15 B&K 10B-1.7 10 Nao Leucosporidium sp.
2 15 B&K 8B-3.4 10 Né&o Leucosporidium sp.
2 15 B&K 8P-3.4 10 Né&o Leucosporidium sp.
4 15 B&K 10B-3.7 10 Nao Leucosporidium sp.
4 15 B&K 10P-3.11 11 Né&o Leucosporidium sp.
4 15 B&K 10P-3.9 11 Sim Leucosporidium sp.
1 15 MA2% 7P-1.1 11 Nao Leucosporidium sp.
2 5 MA2%10xd. 8B-1.1 11 Né&o Leucosporidium sp.
1 5 MA2%10xd. 7B-1.3 11 Nao Leucosporidium sp.
3 15 MA2%10xd. 9P-3.10 11 Nao Leucosporidium sp.
3 15 BSA 9B-3.4 11 Nao Leucosporidium sp.
4 15 MA2%10xd. 10B-1.11 11 Nao Leucosporidium sp.
3 15 MA2% 9B-3.7B 11 Nao Leucosporidium sp.
6 5 MA2%10xd. 12P-1.3 11 Nao Leucosporidium sp.
6 15 B&K 12P-1.12 11 Nao Leucosporidium sp.
4 15 B&K 10B-3.1 11 Nao Leucosporidium sp.
1 15 B&K 7P-3.2 11 Nao Leucosporidium sp.
4 15 B&K 10B-3.10 11 Nao Leucosporidium sp.
4 15 B&K 10B-3.8 11 Nao Leucosporidium sp.
6 5 BSA 12P-3.2 11 Nao Leucosporidium sp.
2 15 MA2% 8B-3.3 11 Né&o Leucosporidium sp.
3 15 MA2%10xd. 9P-3.8 12 Né&o ANI6
3 5 MA2%10xd. 9B-1.5 12 Sim ANI6
3 5 MA2%10xd. 9B-3.3 12 Né&o ANI6
5 5 MA2%10xd. 11P-3.4 12 Né&o ANI6
4 5 MA2%10xd. 10B-3.2 12 Né&o ANI6
2 5 BSA 8B-1.6 12 Né&o ANI6
5 5 BSA 11B-3.7 12 Né&o ANI6
3 5 B&K 9P-3.6 12 Nao ANI6
4 5 MA2% 10P-3.16 12 Né&o ANI6
4 5 MA2%10xd. 10B-1 12 Néo ANI6
3 5 MA2% 9B-3.8 12 Nao ANI6
5 5 MA2% 11B-3.11 12 Néo ANI6
4 5 MA2% 10P-3.4 12 Né&o ANI6
4 5 MA2% 10B-3.4 12 Né&o ANI6
5 5 MA2%10xd. 11P-3.7 12 Néo ANI6
3 5 MA2% 9B-3.1 12 Né&o ANI6
3 5 MA2%10xd. 9P-1.3 12 Néo ANI6
6 5 MA2% 12P-3.5 12 Né&o ANI6
2 5 BSA 8B-1.3 12 Né&o ANI6
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Amo_stra de _Temp. de . Meio de Cadigo Perfil Sequenciamento Identificacao
origem isolamento isolamento

5 5 B&K 11P-1.1 12 Néo ANI6
6 5 MA2% 12B-1.6 13 Sim Mrakia sp.
6 5 BSA 12P-1.3 13 Nao Mrakia sp.
4 5 MA2% 10B-1.9 13 Né&o Mrakia sp.
6 5 MA2% 12B-1.5 13 Né&o Mrakia sp.
3 5 MA2% 9B-1.5 13 Nao Mrakia sp.
6 5 BSA 12P-1.6 13 Né&o Mrakia sp.
5 15 BSA 11P-3.4 13 Nao Mrakia sp.
4 5 BSA 10B-1.15 14 Néo ANI6
4 5 BSA 10P-3.21 14 Né&o ANI6
3 5 BSA 9P-3.12 14 Né&o ANI6
4 5 MA2% 10P-3.5 14 Sim ANI6
6 5 BSA 12P-3.21 14 Né&o ANI6
5 5 BSA 11P-1.10 14 Né&o ANI6
4 5 MA2%10xd. 10P-1.3 15 Sim Mrakia sp.
6 5 MA2%10xd. 12P-3.4 15 Nao Mrakia sp.
4 5 MA2%10xd. 10P-1.2 15 Nao Mrakia sp.
5 5 MA2%10xd. 11P-1.1 16 Sim Leucosporidium sp.
3 5 B&K 9B-3.1 16 Nao Leucosporidium sp.
6 5 B&K 12P-3.4 16 Nao Leucosporidium sp.
2 5 MA2% 8P-1.2 16 Nao Leucosporidium sp.
6 15 BSA 12B-3.8 17 Nao Leucosporidium sp.
1 15 BSA 7B-3.1 17 Nao Leucosporidium sp.
4 15 MA2% 10B-3.1 17 Sim Leucosporidium sp.
4 15 MA2% 10P-3.7 18 Né&o ANI6
4 15 MA2% 10B-1.5 18 Sim ANI6
4 15 MA2% 10P-1.2B 18 Né&o ANI6
5 15 MA2% 11P-1.7 18 Né&o ANI6
4 5 MA2%10xd. 10P-3.3 19 Nao ANI6
4 5 MA2%10xd. 10P-3.2 19 Sim ANI6
3 15 MA2%10xd. 9B-3.7 20 Nao Leucosporidium sp.
2 15 BSA 8P-3.1 20 Sim Leucosporidium sp.
6 15 MA2% 12B-3.17 20 Néo Leucosporidium sp.
1 5 MA2% 7P-1.2 21 Sim Leucosporidium sp.
3 5 B&K 9P-1.3 21 Néo Leucosporidium sp.
4 5 BSA 10B-3.9 21 Nao Leucosporidium sp.
1 5 MA2%10xd. 7P-1.2 22 Sim Naganishia sp.
2 5 MA2%10xd. 8P-1.3 22 Néo Naganishia sp.
1 5 MA2% 7P-1.1 22 Né&o Naganishia sp.
3 15 BSA 9P-3.4 22 Néo Naganishia sp.
5 5 MA2% 11B-3.10 23 Sim ANI6
5 5 MA2% 11P-3.2 23 Né&o ANI6
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Amo_stra de _Temp. de . Meio de Cadigo Perfil Sequenciamento Identificacao
origem isolamento isolamento

4 5 MA2% 10P-1.2 23 Néo ANI6

1 15 BSA 7P-1.2 23 Né&o ANI6

1 15 BSA 7P-1.3 23 Néo ANI6

4 15 MA2% 10P-1.9 23 Né&o ANI6

4 5 BSA 10P-3.8 23 Né&o ANI6

6 5 B&K 12B-3.4 24 Néo Holtermanniella wattica
5 5 BSA 11P-3.12B 24 Sim Holtermanniella wattica
4 15 B&K 10B-3.5 24 Néo Holtermanniella wattica
4 15 B&K 10P-3.5 24 Néo Holtermanniella wattica
4 5 BSA 10B-3.15 25 Sim ANI6

4 5 BSA 10B-3.14 26 Nao Goffeauzyma gilvescens
4 5 MA2%10xd. 10B-1 26 Nao Goffeauzyma gilvescens
3 5 MA2%10xd. 9B-1.2 26 Sim Goffeauzyma gilvescens
3 5 B&K 9B-1.3 26 Nao Goffeauzyma gilvescens
4 15 MA2%10xd. 10P-1.9 27 Né&o Sem identificacéo

3 5 MA2%10xd. 9P-1.1 27 Nao Sem identificagao

6 15 B&K 12B-3.16 27 Nao Sem identificagao

4 15 B&K 10P-1.5 27 Né&o Sem identificacéo

4 15 B&K 10P-3.13 27 Nao Sem identificagao

4 15 B&K 10P-1.7 27 Né&o Sem identificacéo

3 15 B&K 9P-3.2 27 Né&o Sem identificacéo

5 15 B&K 11B-1.2 27 Nao Sem identificagao

5 15 B&K 11B-1.4 27 Né&o Sem identificacéo

3 15 B&K 9P-1.4 27 Nao Sem identificagao

5 15 MA2%10xd. 11P-3.9 27 Nao Sem identificagao

5 15 MA2%10xd. 11P-1.3 27 Né&o Sem identificacéo

4 15 10B-3.3 27 Nao Sem identificagao

4 15 MA2%10xd. 10B-3.2 27 Né&o Sem identificacéo

6 15 BSA 12B-3.11 28 Sim Holtermanniella wattica
2 15 MA2% 8B-3.8 29 Nao Leucosporidium sp.

6 15 MA2% 12P-3.8 29 Nao Leucosporidium sp.

1 15 MA2% 7P-1.2 29 Nao Leucosporidium sp.

4 15 MA2% 10P-3.12 29 Sim Leucosporidium sp.

4 15 MA2% 10P-3.4 29 Nao Leucosporidium sp.

2 15 MA2% 8B-1.5 29 Néo Leucosporidium sp.

4 15 MA2% 10P-1.10 29 Nao Leucosporidium sp.

6 15 MA2%10xd. 12B-1.3 29 Nao Leucosporidium sp.

5 15 MA2% 11B-3.17 30 N&o Holtermanniella wattica
5 15 MA2% 11B-3.10 30 Sim Holtermanniella wattica
2 15 MA2% 8P-3.4 30 N&o Holtermanniella wattica
5 15 MA2% 11B-3.4 30 N&o Holtermanniella wattica
1 5 MA2%10xd. 7P-3.1 30 Néo Holtermanniella wattica
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Amo_stra de _Temp. de . Meio de Cadigo Perfil Sequenciamento Identificacao
origem isolamento isolamento

4 15 MA2%10xd. 10P-1.4 31 Néo Holtermanniella wattica
3 15 BSA 9P-1.7 31 N&o Holtermanniella wattica
5 15 BSA 11B-3.1 31 Néo Holtermanniella wattica
3 15 MA2%10xd. 9B-1.3 31 N&o Holtermanniella wattica
2 15 BSA 8P-1.5 31 Sim Holtermanniella wattica
3 15 MA2% 9P-3.6 31 Néo Holtermanniella wattica
2 15 BSA 8P-3.2 31 N&o Holtermanniella wattica
5 15 MA2%10xd. 11B-3.1 31 Néo Holtermanniella wattica
3 15 B&K 9P-3.10 31 Néo Holtermanniella wattica
3 15 B&K 9P-3.9 32 Sim Leucosporidium sp.

5 15 MA2% 11P-3.6 32 Nao Leucosporidium sp.

1 15 B&K 7B-3.2 32 Nao Leucosporidium sp.

2 15 B&K 8P-1.6 32 Nao Leucosporidium sp.

5 5 BSA 11B-3.2 33 Né&o ANI6

3 5 B&K 9P-3.2 33 Sim ANI6

6 5 BSA 12P-3.13 33 Né&o ANI6

6 5 BSA 12P-3.5 33 Né&o ANI6

5 5 BSA 11B-3.5 34 Né&o Sem identificacéo

5 5 BSA 11B-3.9 34 Nao Sem identificagao

6 15 BSA 12P-3.9 34 Né&o Sem identificacéo

6 15 BSA 12B-3.9 34 Né&o Sem identificacéo

5 15 MA2%10xd. 11B-3.3 34 Nao Sem identificagao

5 15 MA2%10xd. 11B-3.17 34 Né&o Sem identificacéo

5 15 MA2% 11B-3.5 34 Nao Sem identificagao

3 15 MA2%10xd. 9B-1.1 34 Nao Sem identificagao

3 15 MA2%10xd. 9P-1.2 34 Né&o Sem identificacéo

4 15 MA2% 10P-1.2 35 Nao Sem identificagao

3 15 MA2%10xd. 9P-3.2 35 Né&o Sem identificacéo

3 15 MA2%10xd. 9P-3.3 35 Né&o Sem identificacéo

4 15 B&K 10B-1.9 35 Nao Sem identificagao

5 15 B&K 11B-3.10 36 Néo Holtermanniella wattica
5 15 BSA 11P-3.6 36 Sim Holtermanniella wattica
6 15 B&K 12B-3.4 36 N&o Holtermanniella wattica
1 15 BSA 7P-3.1 37 Né&o Leucosporidium sp.
4 15 MA2% 10B-3.7 37 Sim Leucosporidium sp.

1 15 BSA 7P-1.1 37 Né&o Leucosporidium sp.

5 15 B&K 11P-1.3 37 Nao Leucosporidium sp.
4 15 MA2% 10B-1.3 38 Sim Leucosporidium sp.

6 15 MA2% 12P-3.9B 38 Nao Leucosporidium sp.
4 5 MA2% 10P-3.2 39 Néo Goffeauzyma gilvescens
4 5 B&K 10B-3.5 39 Sim Goffeauzyma gilvescens
3 5 MA2% 9P-1.4 39 Né&o Goffeauzyma gilvescens
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Amo_stra de _Temp. de . Meio de Cadigo Perfil Sequenciamento Identificacao
origem isolamento isolamento

4 5 B&K 10P-1.2 39 Nao Goffeauzyma gilvescens
15 MA2% 12P-3.7 39 Né&o Goffeauzyma gilvescens

4 5 BSA 10B-3.13 39 Nao Goffeauzyma gilvescens

1 15 MA2%10xd. 7P-3.1 40 Sim Leucosporidium sp.

3 15 MA2%210xd. 9P-1.6 40 Né&o Leucosporidium sp.

6 15 MA2%10xd. 12P-3.4 40 Nao Leucosporidium sp.

4 15 MA2%210xd. 10P-3.1 41 Né&o Goffeauzyma gilvescens

4 15 BSA 10B-3.5 41 Nao Goffeauzyma gilvescens

1 15 BSA 7B-1.6 41 Nao Goffeauzyma gilvescens

4 15 BSA 10P-1.7 41 Sim Goffeauzyma gilvescens

6 15 BSA 12P-3.14 42 Nao Leucosporidium sp.

6 15 BSA 12P-3.5 42 Nao Leucosporidium sp.

3 15 BSA 9B-3.6 42 Sim Leucosporidium sp.

4 15 MA2% 10P-1.5 42 Nao Leucosporidium sp.

3 5 MA2% 9P-3.5 42 Nao Leucosporidium sp.

2 15 B&K 8P-3.3 43 Sim Leucosporidium sp.

2 15 B&K 8B-3.9 43 Nao Leucosporidium sp.

3 15 B&K 9P-1.7 43 Nao Leucosporidium sp.

5 5 BSA 11P-11 44 Sim Leucosporidium sp.

2 5 BSA 8P-1.7 44 Nao Leucosporidium sp.

5 5 BSA 11P-3.11 45 Sim ANI6

5 5 BSA 11B-3.3 45 Né&o ANI6

5 5 BSA 11B-3.13 46 Né&o ANI6

6 5 MA2% 12P-3.1 46 Sim ANI6

5 5 MA2% 11B-1.6 a7 Sim Leucosporidium sp.

1 5 MA2%10xd. 7B-1.1 47 Nao Leucosporidium sp.

6 5 B&K 12B-3.5 a7 Nao Leucosporidium sp.

6 5 BSA 12P-3.16 48 Né&o ANI6

6 5 MA2% 12P-3.2 48 Sim ANI6

6 5 BSA 12P-1.10 49 Né&o ANI6

1 5 MA2%10xd. 7P-3.2 49 Né&o ANI6

3 5 MA2% 9P-1.2 49 Sim ANI6

5 5 MA2% 11B-1.5 50 Sim Holtermanniella wattica

6 5 MA2% 12B-3.6 50 Néo Holtermanniella wattica

5 5 BSA 11B-3.14 51 Sim ANI6

4 5 BSA 10P-3.2 51 Nao ANI6

5 5 MA2%10xd. 11B-3.2 52 Nao Sem identificagcao

2 15 BSA 8P-1.4 53 Sim Goffeauzyma gastrica

6 15 MA2% 12P-3.10 54 Nao Sem identificacao

4 15 MA2% 10B-1.6 55 Néo Sem identifica¢éo

5 15 MA2%10xd. 11B-3.16 56 Né&o Sem identifica¢éo

5 15 MA2%10xd. 11P-3.8 57 Sim Leucosporidium sp.
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Amo_stra de _Temp. de . Meio de Cadigo Perfil Sequenciamento Identificacao
origem isolamento isolamento
6 5 BSA 12P-3.6 58 Sim ANI6
1 5 B&K 7P-1.2 59 Sim Goffeauzyma gilvescens
4 15 MA2%10xd. 10B-3.10 60 Sim ANI6
4 15 B&K 10B-1.12A 61 Né&o Sem identificacéo
6 5 MA2%210xd. 12B-1.2 61 Né&o Sem identificacéo
5 5 MA2% 11P-1.2 61 Nao Sem identificagao
4 5 MA2%210xd. 10P-3.9 61 Né&o Sem identifica¢éo
2 5 B&K 8P-1.2 61 Nao Sem identificagao
3 5 B&K 9P-1.1 61 Nao Sem identificagao
2 5 BSA 8P-1.2 61 Né&o Sem identificacéo
4 5 B&K 10B-1.3 61 Nao Sem identificagao
2 15 MA2%10xd. 8P-3.2 61 Né&o Sem identificacéo
4 15 BSA 10P-3.2 62 Sim Leucosporidium sp.
2 15 BSA 8B-1.10 63 Sim Goffeauzyma gilvescens
2 15 MA2%10xd. 8B-1.1 64 Néo Holtermanniella wattica
5 15 MA2% 11P-3.2 64 Sim Holtermanniella wattica
3 15 MA2%10xd. 9P-1.4 64 Nao Holtermanniella wattica
5 5 MA2% 11P-3.4 65 Nao Cystobasidium laryngis
6 15 MA2% 12B-3.11 65 Sim Cystobasidium laryngis
6 15 MA2% 12P-3.14 65 Nao Cystobasidium laryngis
4 15 B&K 10B-1.11 66 Né&o Sem identificacéo
4 5 BSA 10P-3.17 66 Nao Sem identificagao
4 5 B&K 10P-1.3 66 Né&o Sem identificacéo
4 5 BSA 10B-1.12 66 Nao Sem identificagao
6 5 B&K 12P-1.1 66 Nao Sem identificagao
6 15 MA2% 12B-3.15 66 Né&o Sem identificacéo
5 15 MA2% 11B-3.2 67 Nao Goffeauzyma gilvescens
4 5 MA2%10xd. 10B-3.4 67 Né&o Goffeauzyma gilvescens
4 15 B&K 10P-1.1 67 Sim Goffeauzyma gilvescens
6 15 MA2% 12P-3.5 68 Sim Leucosporidium sp.
3 15 MA2%10xd. 9P-3.7 68 Nao Leucosporidium sp.
2 15 BSA 8B-3.1 69 Sim Leucosporidium sp.
5 15 B&K 11B-3.13 69 Néo Leucosporidium sp.
4 15 MA2% 10P-1.1 69 Nao Leucosporidium sp.
4 5 BSA 10B-3.17 69 Néo Leucosporidium sp.
4 15 MA2% 10P-1.11 70 Nao Sem identificagcao
2 15 MA2% 8B-3.9 70 Nao Sem identificagcao
5 15 MA2% 11B-1.8 70 Néo Sem identificagéo
3 5 MA2% 9P-3.6 70 Nao Sem identificagcao
3 5 B&K 9B-1.4 71 Sim Mrakia sp.
5 15 B&K 11B-3.9 71 Né&o Mrakia sp.
2 15 BSA 8P-1.1 72 Sim Goffeauzyma gastrica
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Amo_stra de _Temp. de . Meio de Cadigo Perfil Sequenciamento Identificacao
origem isolamento isolamento

3 15 MA2% 9P-3.4 72 Nao Goffeauzyma gastrica
3 15 MA2%10xd. 9B-1.2 72 Né&o Goffeauzyma gastrica
2 5 MA2% 8P-3.1 73 Sim Naganishia sp.
6 15 MA2% 12B-3.14 73 Né&o Naganishia sp.
4 15 B&K 10P-1.4 74 Né&o Leucosporidium sp.
6 15 MA2% 12B-3.16 74 Sim Leucosporidium sp.
2 15 MA2%10xd. 8B-1.6 75 Sim Leucosporidium sp.
4 15 B&K 10B-1.6 75 Nao Leucosporidium sp.
5 15 MA2% 11P-3.10 76 Sim Leucosporidium sp.
6 15 B&K 12P-1.10 77 Sim Holtermanniella wattica
4 15 B&K 10B-1.5 77 Nao Holtermanniella wattica
3 15 BSA 9P-3.3 78 Sim Vishniacozyma victoriae
6 15 B&K 12B-1.13 79 Sim Holtermanniella wattica
5 5 BSA 11B-3.11 80 Sim ANI6
6 5 MA2% 12B-3.10 81 Né&o Sem identificacéo
5 5 MA2%10xd. 11B-3.4 81 Nao Sem identificagao
6 5 MA2% 12P-1.2 81 Nao Sem identificagao
4 5 BSA 10P-1.2 82 Sim Goffeauzyma gilvescens
2 5 MA2%10xd. 8B-3.2 83 Nao Sem identificagao
6 5 MA2% 12P-1.4 84 Sim Mrakia sp.
4 5 BSA 10P-3.20 85 Né&o Sem identificacéo
6 5 MA2% 12B-3.11 85 Nao Sem identificagao
5 5 MA2%10xd. 11P-3.8 85 Né&o Sem identificacéo
4 5 MA2% 10B-1.5 86 Sim Goffeauzyma gilvescens
6 5 MA2% 12B-3.1 87 Sim Holtermanniella wattica
5 15 B&K 11P-1.4 88 Né&o Sem identificacéo
5 15 B&K 11P-3.11 88 Nao Sem identificagao
4 15 B&K 10B-1.7B 89 Sim Goffeauzyma gilvescens
2 15 B&K 8P-3.2 90 Sim Holtermanniella wattica
4 15 B&K 10B-3.11 91 Sim Holtermanniella wattica
6 5 BSA 12P-3.14 92 Nao Cystobasidium laryngis
3 15 B&K 9P-3.8 92 Sim Cystobasidium laryngis
2 5 MA2%10xd. 8P-1.1 93 Néo Leucosporidium sp.
5 15 B&K 11B-3.16B 93 Sim Leucosporidium sp.
6 15 MA2%10xd. 12P-3.9 94 Néo Sem identifica¢éo
2 5 MA2%10xd. 8B-1.3 95 Sim Leucosporidium sp.
5 5 B&K 11B-3.4 96 Sim Vishniacozyma victoriae
5 5 MA2% 11B-3.12 97 Néo Cystobasidium laryngis
6 5 MA2% 12P-3.9 97 Sim Cystobasidium laryngis
5 5 MA2% 11P-3.9 98 Sim ANI6
5 5 BSA 11B-3.8 99 Sim Cystobasidium laryngis
4 5 MA2% 10B-1.3 100 Sim Goffeauzyma gilvescens
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Amo_stra de _Temp. de . Meio de Cadigo Perfil Sequenciamento Identificacao
origem isolamento isolamento

5 5 BSA 11B-3.10 101 Sim ANI6
3 5 MA2% 9P-3.3 102 Sim Cystobasidium laryngis
2 5 B&K 8P-3.3 103 Nao Naganishia sp.
2 5 BSA 8P-1.9 103 Sim Naganishia sp.
4 5 BSA 10B-3.18 104 Sim ANI6
6 5 BSA 12P-3.11 105 Néo ANI6
4 5 MA2% 10P-3.1 105 Sim ANI6
4 5 BSA 10B-3.21 106 Sim Goffeauzyma gilvescens
6 5 B&K 12P-3.1 107 Nao Leucosporidium fragarium
6 5 MA2%10xd. 12B-3.3 107 Sim Leucosporidium fragarium
3 15 B&K 9B-3.15 108 Sim Cystobasidium laryngis
4 5 BSA 10B-3.6 109 Sim ANI6
1 15 MA2% 7P-3.1 110 Sim Leucosporidium sp.
1 5 MA2%10xd. 7P-1.1 111 Nao Leucosporidium sp.
2 15 MA2% 8B-3.2 111 Sim Leucosporidium sp.
4 15 MA2% 10P-3.1 112 Sim Goffeauzyma gilvescens
6 15 B&K 12P-3.8 112 Nao Goffeauzyma gilvescens
6 15 MA2%10xd. 12B-3.1 112 Né&o Goffeauzyma gilvescens
5 5 BSA 11B-3.16 113 Nao Holtermanniella festucosa
5 15 MA2%10xd. 11P-3.6 113 Sim Holtermanniella festucosa
2 5 MA2% 8B-1.1 114 Nao Leucosporidium sp.
6 15 MA2%10xd. 12B-3.7 114 Sim Leucosporidium sp.
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Apéndice M - Identificacdo molecular dos micro-organismos isolados no trabalho e sua similaridade com sequéncias

depositadas no banco de dados (GenBank).

C_édigo do Identificacao Resultados BLAST Query cover  Evalue Identidade N. acesso
isolado GenBank
M1M Antarctomyces sp. Antarctomyces psychrotrophicus 100% 0.0 100% GU004189
M2M Antarctomyces sp. Antarctomyces psychrotrophicus 100% 0.0 99% GU004189
35 Antarctomyces sp. Antarctomyces psychrotrophicus 100% 0.0 100% GuU004189
M16P Antarctomyces sp. Antarctomyces psychrotrophicus 100% 0.0 100% GU004189
M44M Thelebolus sp. Thelebolus sp. 100% 0.0 99% KU255050
89 Laetinaevia carneoflavida Laetinaevia carneoflavida 99% 0.0 99% KT185666
80 Purpureocillium lilacinum Purpureocillium lilacinum 100% 0.0 100% HQ607796
34 Purpureocillium lilacinum Purpureocillium lilacinum 100% 0.0 99% HQ607796
12 Fusarium a(;’;:gf:xum species Fusarium avenaceum 100% 0.0 99% KP265357
52 Fusarium a(;’;?]:f:;m species Fusarium avenaceum 100% 0.0 99% KP265357
9 Fusarium ag’;ﬂgfeex“m species Fusarium avenaceum 100% 0.0 99% KP265357
84 Fusarium a(;’;:gf:xum species Fusarium avenaceum 100% 0.0 99% KP265357
53 Fusarium a(;’;;;f:;m species Fusarium avenaceum 100% 0.0 99% KP265357
25 Fusarium ag’;ﬂgfeex“m species Fusarium avenaceum 100% 0.0 99% KP265357
18 Fusarium a(;’;:gf:xum species Fusarium avenaceum 100% 0.0 99% KP265357
17 Fusarium a(;’;?]:f:;m species Fusarium avenaceum 100% 0.0 99% KP265357
15 Fusarium ag’;ﬂgfeex“m species Fusarium avenaceum 100% 0.0 99% KP265357
14 Fusarium aé/c()ar:z(l:eexum species Fusarium avenaceum 100% 0.0 99% KP265357
M2P Fusarium acvc?;;fee;m species Fusarium avenaceum 100% 0.0 99% KP265357
M25P Fusarium il species Fusarium avenaceum 100% 0.0 99%  KP265357
M17P Fusarium aé’;:gfeexum species Fusarium avenaceum 100% 0.0 99% KP265357
M59M Fusarium acvsr?];f:;m species Fusarium avenaceum 100% 0.0 99% KP265357
33 Fusarium %);yrﬁzf’;jm species Fusarium oxysporum 100% 0.0 100% HQ829112
M14M Cladosporium sp. Cladosporium pini-ponderosae 100% 0.0 100% 11’;530
M15M Cladosporium sp. Cladosporium asperulatum 99% 0.0 100% 11@236
93 Cladosporium sp. Cladosporium colombiae 98% 0.0 100% 11'3529
M14 Trichoderma sp. Trichoderma polysporum 100% 0.0 99% AB856617
79 Pochonia sp. Pochonia sp. 95% 0.0 99% KU686687
M61M Cadophora luteo-olivacea Cadophora luteo-olivacea 99% 0.0 100% GU128588
68 ANI1 Rhizoscyphus sp. 87% 0.0 99% KT991135
65 ANI2 Herpotrichia juniperi 86% 0.0 99% GQ203759
54 ANI2 Herpotrichia juniperi 86% 0.0 99% GQ203759
M30P ANI3 Neopeckia sp. 100% 0.0 99% KJ735004
M9M Cosmospora sp.1 Cosmospora viridescens 99% 0.0 100% KJ676171
23 Cosmospora sp.1 Cosmospora viridescens 99% 0.0 100% KJ676171
21 Cosmospora sp.1 Cosmospora viridescens 99% 0.0 100% KJ676171
20 Cosmospora sp.1 Cosmospora viridescens 99% 0.0 100% KJ676171
19 Cosmospora sp.1 Cosmospora viridescens 99% 0.0 100% KJ676171
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C_édigo do Identificagao Resultados BLAST Query cover  Evalue Identidade N. acesso
isolado GenBank
66 Cosmospora sp.2 Cosmospora viridescens 99% 0.0 100% KJ676147
22 Cosmospora sp.3 Cosmospora sp. 100% 0.0 100% KJ676150
91 Varicosporium sp. Varicosporium elodeae 100% 0.0 99% JX981463
55 Varicosporium sp. Varicosporium elodeae 95% 0.0 100% KX611531
M49M Varicosporium sp. Varicosporium elodeae 100% 0.0 99% JX981463
M52M Varicosporium sp. Varicosporium elodeae 100% 0.0 99% JX981463
M65M Varicosporium sp. Varicosporium elodeae 100% 0.0 99% JX981463
72 Mortierella sp.1 Mortierella hyalina 100% 0.0 99% AJ878780
8 Mortierella sp.1 Mortierella hyalina 100% 0.0 99% AJ878780
71 Mortierella sp.1 Mortierella hyalina 100% 0.0 99% AJ878780
4 Mortierella sp.1 Mortierella hyalina 100% 0.0 99% AJ878780
M13M Mortierella sp.1 Mortierella hyalina 100% 0.0 99% AJ878780
7 Mortierella sp.1 Mortierella hyalina 100% 0.0 99% AJ878780
6 Mortierella sp.1 Mortierella hyalina 100% 0.0 99% AJ878780
M8P Mortierella sp.1 Mortierella hyalina 100% 0.0 99% AJ878780
32 Mortierella sp.2 Mortierella alpina 100% 0.0 99% KP714667
51 Microdochium lycopodinum Microdochium lycopodinum 100% 0.0 99% 14';2{23
45 Microdochium lycopodinum Microdochium lycopodinum 100% 0.0 99% 14';2{23
44 Microdochium lycopodinum Microdochium lycopodinum 100% 0.0 99% L 42523
M1P Microdochium lycopodinum Microdochium lycopodinum 100% 0.0 100% L 4';'523
M46M Microdochium lycopodinum Microdochium lycopodinum 100% 0.0 100% 142523
96 Oidiodendron sp. Oidiodendron sp. 100% 0.0 96% KF359578
M60M Oidiodendron sp. Oidiodendron sp. 100% 0.0 96% KF359578
37 Leptosphaeria sp. Leptosphaeria conoidea 93% 0.0 97% JF740201
38 Leptosphaeria sp. Leptosphaeria conoidea 93% 0.0 97% JF740201
57 Leptosphaeria sp. Leptosphaeria conoidea 93% 0.0 97% JF740201
85 Leptosphaeria sp. Leptosphaeria conoidea 93% 0.0 97% JF740201
M15P Leptosphaeria sp. Leptosphaeria conoidea 93% 0.0 97% JF740201
M36M Leptosphaeria sp. Leptosphaeria conoidea 93% 0.0 97% JF740201
M50M Leptosphaeria sp. Leptosphaeria conoidea 93% 0.0 97% JF740201
69 Leptosphaeria sp. Leptosphaeria conoidea 93% 0.0 97% JF740201
M38M Leptosphaeria sp. Leptosphaeria conoidea 93% 0.0 97% JF740201
50 ANI4 Leuconeurospora sp. 97% 0.0 100% KU145522
M5M ANI4 Leuconeurospora sp. 97% 0.0 100% KU145522
M6M ANI4 Leuconeurospora sp. 97% 0.0 100% KU145522
M10M ANI5 Urceolella carestiana 97% 0.0 93% JNO033443
M29M ANI5 Urceolella carestiana 97% 0.0 94% JN033443
M7P Pseudogymnoascus sp.1 Geomyces sp. 100% 0.0 100% JX270343
M21M Pseudogymnoascus sp.2 Pseudogymnoascus sp. 100% 0.0 100% KF039893
M41M Pseudogymnoascus sp.3 Pseudogymnoascus destructans 100% 0.0 100% KP714644
M31P Pseudogymnoascus sp.3 Pseudogymnoascus sp. 100% 0.0 99% LN852361
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11 Pseudogymnoascus sp.3 Geomyces sp. 100% 0.0 99% JX270563
4 Goffeauzyma gilvescens Goffeauzyma gilvescens 99% 0.0 100% KY107769
401 Goffeauzyma gilvescens Goffeauzyma gilvescens 99% 0.0 100% KY107769
251 Goffeauzyma gilvescens Goffeauzyma gilvescens 99% 0.0 100% KY107769
94 Goffeauzyma gilvescens Goffeauzyma gilvescens 99% 0.0 100% KY107769
7 Goffeauzyma gilvescens Goffeauzyma gilvescens 99% 0.0 100% KY107769
61 Goffeauzyma gilvescens Goffeauzyma gilvescens 99% 0.0 100% KY107769
327 Goffeauzyma gilvescens Goffeauzyma gilvescens 99% 0.0 100% KY107769
294 Goffeauzyma gilvescens Goffeauzyma gilvescens 99% 0.0 100% KY107769
236 Goffeauzyma gilvescens Goffeauzyma gilvescens 99% 0.0 100% KY107769
230 Goffeauzyma gilvescens Goffeauzyma gilvescens 99% 0.0 100% KY107769
21 Goffeauzyma gilvescens Goffeauzyma gilvescens 99% 0.0 100% KY107769
207 Goffeauzyma gilvescens Goffeauzyma gilvescens 99% 0.0 100% KY107769
190 Goffeauzyma gilvescens Goffeauzyma gilvescens 99% 0.0 100% KY107769
142 Goffeauzyma gilvescens Goffeauzyma gilvescens 99% 0.0 100% KY107769
129 Goffeauzyma gilvescens Goffeauzyma gilvescens 99% 0.0 100% KY107769
126 Goffeauzyma gilvescens Goffeauzyma gilvescens 99% 0.0 100% KY107769
325 Goffeauzyma gastrica Goffeauzyma gastrica 100% 0.0 100% KY107765
308 Goffeauzyma gastrica Goffeauzyma gastrica 100% 0.0 100% KY107765
101 Naganishia sp. Naganishia antarctica 94% 0.0 100% KT970767
138 Naganishia sp. Naganishia antarctica 94% 0.0 100% KT970767
148 Naganishia sp. Naganishia antarctica 95% 0.0 100% KT970767
39 Naganishia sp. Naganishia antarctica 95% 0.0 100% KT970767
12 Naganishia sp. Naganishia bhutanensis 96% 0.0 99% KY108606
362 Holtermanniella festucosa Holtermanniella festucosa 99% 0.0 100% KY107040
5 Holtermanniella festucosa Holtermanniella festucosa 100% 0.0 100% KY107040
195 Holtermanniella wattica Holtermanniella wattica 99% 0.0 99% KY107874
235 Holtermanniella wattica Holtermanniella wattica 99% 0.0 99% KY107874
222 Holtermanniella wattica Holtermanniella wattica 100% 0.0 100% KY107874
107 Holtermanniella wattica Holtermanniella wattica 99% 0.0 99% KY107874
162 Holtermanniella wattica Holtermanniella wattica 99% 0.0 99% KY107874
198 Holtermanniella wattica Holtermanniella wattica 99% 0.0 99% KY107874
239 Holtermanniella wattica Holtermanniella wattica 100% 0.0 99% KY107874
257 Holtermanniella wattica Holtermanniella wattica 99% 0.0 99% KY107874
311 Holtermanniella wattica Holtermanniella wattica 99% 0.0 99% KY107874
36 Holtermanniella wattica Holtermanniella wattica 99% 0.0 99% KY107874
331 Holtermanniella wattica Holtermanniella wattica 100% 0.0 99% KY107874
363 Holtermanniella wattica Holtermanniella wattica 100% 0.0 99% KY107874
336 Vishniacozyma victoriae Vishniacozyma victoriae 99% 0.0 100% KY110047
37 Vishniacozyma victoriae Vishniacozyma victoriae 99% 0.0 100% KY110047
409 Mrakia sp. Mrakia gelida 99% 0.0 100% GQ911520
6 Mrakia sp. Mrakia gelida 99% 0.0 99% KY108585
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387 Mrakia sp. Mrakia gelida 99% 0.0 99% KY108585
382 Mrakia sp. Mrakia gelida 99% 0.0 99% KY108585
279 Mrakia sp. Mrakia gelida 100% 0.0 99% GQ911520
71 Cystobasidium laryngis Cystobasidium laryngis 99% 0.0 99% AB078500
14 Cystobasidium laryngis Cystobasidium laryngis 100% 0.0 99% EU194448
8 Cystobasidium laryngis Cystobasidium laryngis 99% 0.0 99% AB078500
46 Cystobasidium laryngis Cystobasidium laryngis 99% 0.0 99% AB078500
260 Cystobasidium laryngis Cystobasidium laryngis 99% 0.0 99% AB078500
22 Cystobasidium laryngis Cystobasidium laryngis 99% 0.0 99% AB078500
199 Cystobasidium laryngis Cystobasidium laryngis 99% 0.0 99% AB078500
157 Cystobasidium laryngis Cystobasidium laryngis 99% 0.0 99% AB078500
13 Cystobasidium laryngis Cystobasidium laryngis 99% 0.0 99% AB078500
137 Cystobasidium laryngis Cystobasidium laryngis 99% 0.0 99% AB078500
17 Leucosporidium fragarium Leucosporidium fragarium 99% 0.0 100% KY108279
51 Leucosporidium fragarium Leucosporidium fragarium 100% 0.0 100% KY108279
150 Leucosporidium fragarium Leucosporidium fragarium 100% 0.0 100% KY108279
346 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 100% 0.0 99% KY108289
10 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
15 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
170 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
180 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
196 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
200 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
231 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
237 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
23 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
242 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
245 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
252 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
288 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
293 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
300 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
303 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
328 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
330 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
348 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
42 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
73 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
89 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
210 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 99% 0.0 99% KY108289
291 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 100% 0.0 99% KY108289
28 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 100% 0.0 99% KY108289
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375 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 100% 0.0 99% KY108289
143 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 100% 0.0 99% KY108289
265 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 100% 0.0 99% KY108289
277 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 100% 0.0 99% KY108289
306 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 100% 0.0 99% KY108289
315 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 100% 0.0 99% KY108289
350 Leucosporidium sp. Leucosporidium creatinivorum 99% 0.0 100% 04N2§=75
366 Leucosporidium sp. Leucosporidium scottii 100% 0.0 99% KY108289
67 ANI6 Candida davisiana 100% 0.0 100% KY106409
410 ANI6 Candida davisiana 99% 0.0 100% KY106409
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Apéndice N - Arvore filogenética inferida para o fungo ANI1, baseada em suas sequéncias da regi&o ITS,
utilizando o método de Neighbour Joining, o modelo de substituicdo Kimura — 2 parametros e 1000
replicatas. (68 - Codigo de extracdo de DNA do fungo ANI1).

100 a8
100 Rhizoscyphus sp. 2PK2 (KT991135)
99 ——— Cystodendron sp. EXP0561F (DQ914672)
Hymenoscyphus monotropae ATCC 52305 (AF169309)
73 _‘
L Hymenoscyphus monotropae CC 19-47 (KF359569)

Hymenoscyphus ohakune ICMP 19601 (NR 137109)

——— Rhizoscyphus ericae UAMH 8680 (AY762622)

100 {Rhizoscyphus ericae Cv StP G08 (EF658762)

96 Rhizoscyphus ericae Cv StP G10 (EF658758)

Monilinia fructicola NC13-100 (KM279617)

0.020
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Apéndice O - Arvore filogenética inferida para os fungos ANI2 e ANI3, baseada em suas sequéncias da
regido ITS, utilizando o método de Neighbour Joining, o modelo de substituicdo Kimura — 2 parametros e
1000 replicatas. (65 e 54 - Cédigos de extracdo de DNA do fungo ANI2; M30P — Cédigo de extracdo do DNA

do fungo ANI3).

K
3

65
g
n

Herpotrichia sp. F2B(8B) (KX610440)
Herpotrichia juniperi TR Cl 6 (HM853977)
- Herpotrichia juniperi CBS 468.64 (GQ203759)

47 {{ Herpotrichia pinetorum TrHjPn28 (KP966102)

_LIVIBOP

Neopeckia sp. S-10 (KJ735004)

\— Alpinaria rhododendri MP4 (KY189973)

Herpotrichia coulteri CH030719.1aM9 (FJ904497)
Herpotrichia sp. T02 79 (FJ904498)

A

Cucurbitaria piceae CBS 176.58 (KT595243)

Byssosphaeria musae MFLUCC 11-0146 (KP744435)
— Arthopyrenia salicis CBS 368.94 (KF443410)

100 I Arthopyrenia sp. MUT 4879 (KR014347)

Herpotrichia parasitica CBS451.73 (AF525676)
Glonium pusillum CBS:119348 (EU552134)

Cucurbitaria berberidis CBS 363.93 (JF740191)
" Cochliobolus sp. 5474 (JQ846055)

0.020

100 L Cochliobolus sp. P001 (KF840791)
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Apéndice P - Arvore filogenética inferida para o fungo ANI4, baseada em suas sequéncias da regido ITS,

utilizando o método de Neighbour Joining, 0 modelo de substituicdo Kimura — 2 parametros e 1000
replicatas. (M6M, M5M, 50 - Cdodigos de extracao de DNA do fungo ANI4).

Pseudeurotium sp. W2-1 (KT991133)
46| Pseudeurotium sp. VKM-3219 (JN835211)
Leuconeurospora sp. T17Cd1 (JQ857040)

M6M
100 | =—50

Pseudeurotium sp. UFMGCB 2033 (HQ184177)

M5M

Leuconeurospora sp. IBT-D59 (KT323963)
Leuconeurospora sp. M20-22C-6 (KU145522)

Pseudeurotium zonatum CBS 329.36 (KJ755522)

99 £Pseudeurotium hygrophilum CBS 102670 (NR 111128)
43 L— Pseudeurotium bakeri CBS 878.71 (NR 145345)

0.010

Pseudogymnoascus roseus (AF062819)
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Apéndice Q - Arvore filogenética inferida para o fungo ANI5, baseada em suas sequéncias da regi&o ITS,
utilizando o método de Neighbour Joining, 0 modelo de substituicdo Kimura — 2 parametros e 1000 replicatas.
(M10M, M29M - Cédigos de extracdo de DNA do fungo ANI5).

gi‘ Leohumicola minima (NR 121307)
Leohumicola minima DAOM 232587 (AY706329)

90

Leohumicola verrucosa (NR 121306)
1001 [ eohumicola verrucosa DAOM 226889 (AY706320)

98

Urceolela carestiana TNS-F18014 (JN033443)
r M10M

86

100LM29M

Phialocephala virens CBS 452.92 (NR 103564)

Davidhawksworthia ilicicola CBS 734.94 (KU728517)

Neofabraea malicorticis CBS 122030 (NR 144926)

97l pseudofabraea citricarpa CBS 130297 (KR859279)

0.010

Bisporella citrina (AF335454)
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Apéndice R - Arvore filogenética inferida para a levedura ANI6, baseada em suas sequéncias da regido D1/D2,
utilizando o método de Neighbour Joining, o0 modelo de substituicdo Kimura — 2 parametros e 1000 replicatas.
(410 - Caodigo de extracao de DNA da levedura ANIG6).

Candida davisiana (AF536563)
Leuconeurospora sp. LANTA101 (JN172921)
& | Candida davisiana CBS 9495 (KY106409)
Leuconeurospora sp. M20-22C-6 (KU145506)

Leuconeurospora sp. UFMGCB ANT 62 (HQ184181)

Leuconeurospora pulcherrima CBS 343.76 (AF096193)

P Pseudeurotium zonatum CBS 329.36 (AF096198)

Phialophora verrucosa IFM 41898 (AB100615)
Connersia rilstonii CBS 537.74 (AF096189)

fee] Pleuroascus nicholsonii CBS 345.73 (AF096196)

100 | Cudonia confusa C314 (KC833216)
B Spathularia flavida C298 (KC833258)
3 Aureobasidium pullulans CRUB 1145 (EF595769)
ﬂidea insculpta MFUCC 13-0686 (KM388551)

Cephalotheca sulfurea CBS 135.34 (AF096188)

Candida sake (U45728)
B — Debaryomyces hansenii (U45808)

D Debaryomyces macquariensis CBS 5572 (HQ378246)
4 Candida zeylanoides CBS 619 (KY106903)
% Candida glaebosa ATCC 22016 (KC479693)

| Metschnikowia australis UFMGCBAIg8 (KU954335)
100 L Metschnikowia australis CBS 5847 (KY108453)

—
0.020
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Apéndice S - Arvore filogenética inferida para os fungos Antarctomyces sp. e Thelebolus sp., baseada em suas
sequéncias da regido ITS, utilizando o método de Neighbour Joining, o modelo de substituicdo Kimura — 2

parametros e 1000 replicatas. (M2M, M16P, M1M, 35 - Cédigos de extracao de DNA do fungo Antarctomyes
sp.; M44M — Cdadigo de extragdo de DNA do fungo Thelebolus sp.).

100

Antarctomyces psychrotrophicus (KJ583247)

Antarctomyces psychrotrophicus UFMGCB8739 (KP903327)
Antarctomyces psychrotrophicus UFMGCB8462 (KP731621)
—— M2M

M16P
7 Antarctomyces pellizariae UFMGCB 12416

Antarctomyces psychrotrophicus UFMGCB 6090 (KC485424)
——35

9 Antarctomyces psychrotrophicus P1-WI-1 (GU004189)
MiM

Antarctomyces sp. Di101-3 (KC514843)
Antarctomyces psychrotrophicus CZ01 (JN104511)
Antarctomyces psychrotrophicus IMI 378528 (AJ133431)
Thelebolus stercoreus CBS 709.69 (AY957549)
21| Thelebolus ellipsoideus C1 S210 1 (KP411553)

0.0050

Thelebolus ellipsoideus CBS 113937 (AY957550)
Thelebolus sp. MUT 5300 (KU255050)

Thelebolus globosus CBS 113940 (NR 138367)
Thelebolus globosus CBS 113940 (DQ028268)

M44M

Thelebolus microsporus AB16-18 (LC125327)

Thelebolus sp. UFMGCB8607 (KP903325)

Thelebolus microsporus CBS 109909 (AY957551)

99

40

Cleistothelebolus nipigonensis (KC492060)
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Apéndice T - Arvore filogenética inferida para o fungo Cadophora luteo-olivacea, baseada em suas sequéncias
da regido ITS, utilizando o método de Neighbour Joining, 0 modelo de substituicdo Kimura — 2 parametros e
1000 replicatas. (M61M - Cdadigo de extracdo de DNA do fungo Cadophora luteo-olivacea).

89

86

Cadophora luteo-olivacea CBS 141.41 (NR 111149)
Cadophora luteo-olivacea CBS 141.41 (GU128588)
M61M

Cadophora luteo-olivacea A208 (AY249067)
Cadophora luteo-olivacea A171 (AY249069)
Cadophora luteo-olivacea A174 (AY249068)

Cadophora malorum A163 (AY249057)
84 Cadophora malorum A167 (AY249059)
62 | Cadophora malorum A169 (AY249060)

Graphium rubrum (AF198245)

Cadophora gregata P19 (AY249070)
I Cadophora fastigiata A168 (AY249073)

100/ Cadophora melinii A164 (AY249072)
Hymenoscyphus ericae (AF284122)

0.010
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Apéndice U - Arvore filogenética inferida para o fungo Cladosporium sp., baseada em suas sequéncias da
regido ITS, utilizando o método de Neighbour Joining, o modelo de substituicdo Kimura — 2 parametros e 1000
replicatas. (M14M, M15M, 93 - Cddigos de extracdo de DNA do fungo Cladosporium sp.).

Cladosporium oxysporum CBS 125991 (HM148118.1)
Cladosporium colocasiae (NR 119840.1)
Cladosporium tenuissimum CPC 14253 (NR 119855.1)
Cladosporium funiculosum ATCC 38010 (AY362000.1)
Cladosporium phaenocomae CBS 128769 (NR 119950.1)
Cladosporium subuliforme CPC 13735 (NR 119854.1)
Cladosporium silenes CBS 109082(NR 111270.1)
Cladosporium angustisporum CPC 12437(NR 111530.1)
Cladosporium angustiterminale CPC 15564 (KT600379.1)
Cladosporium gamsianum CPC 11807 (NR 111533.1)
Cladosporium montecillanum CPC 17953 (KT600406.1)
Cladosporium austroafricanum CPC:16763 (KT600381)
Cladosporium australiense CPC 13226 (NR 119837)
Cladosporium varians CPC 13658 (NR 119856.1)
Cladosporium iranicum CPC 11554 (NR 111536.1)
M14M
Cladosporium colombiae CBS 274.80B (NR 119729)
Cladosporium ruguloflabelliforme CPC 19707 (KT600458.1)
Cladosporium myrtacearum CPC 14567 (NR 119849.1)
Cladosporium flabelliforme CPC 14523 (NR 119844.1)

ss|
7 |

64

65

M15M
Cladosporium globisporum CBS 812.96 (NR 111534.1)
Cladosporium pseudochalastosporoides CPC 17823 (KT600415.1)

Cladosporium exasperatum CPC 14638 (NR 119843)

63! Cladosporium parapenidielloides CPC 17193 (KT600410.1)
93

Cladosporium pini-ponderosae (NR 119730)
Cladosporium ipereniae CPC 16238 (KT600394.1)
Cladosporium asperulatum CPC 14040 (NR 119836.1)
Cladosporium rugulovarians CPC 18444 (KT600459.1)
Cladosporium chubutense (NR 119728.1)

Cladosporium puyae CBS 274.80A (KT600418.1)

—
0.00050
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Apéndice V - Arvore filogenética inferida para os fungos Cosmospora sp.1, sp.2 e sp.3, baseada em suas
sequéncias da regido ITS, utilizando o método de Neighbour Joining, o modelo de substituicdo Kimura — 2
parametros e 1000 replicatas. (M9M, 23, 21, 19, 20 - Cédigos de extracdo de DNA do fungo Cosmospora sp.1;
66 - CdAdigo de extracdo de DNA do fungo Cosmospora sp.2; 22 - Codigo de extracdo de DNA do fungo

Cosmospora sp.3).

Cosmospora viridescens A.R. 2783 (KJ676142)
Cosmospora viridescens IM| 73377a (KJ676171)
Cosmospora viridescens 4741 (KM044068)

MM

23

21

19

20

Acremonium sp. HUA1 (KJ777534)

Cosmospora viridescens CBS 102433 (KJ676148)
Cosmospora viridescens CBS 102433 (KC291731)
66

51

49

Acremonium cf. curvulum CBS 100551 (KM231818)

Cosmospora viridescens CBS 102430 (KJ676147)

77| Cosmospora flavoviridis BBA 65542 (HQ897791)

Cosmospora obscura MAFF 241484 (KC291719)

Cosmospora vilior 7497 (HM054160)

Pseudocosmospora vilior A.R. 4810 (KC291737)

Cosmospora stegonsporii A.R. 4385 (KC291718)

Pseudocosmospora rogersonii G.J.S. 09-1384 (KC291726)

Pseudocosmospora eutypellae A.R. 4562 (KC291721)
Cosmospora lavitskiae 7976 (KU563624)

A s‘u 22

39

65! Cosmospora sp. CBS 123961 (KJ676150)

— Cosmospora arxii CBS 748.69 (NR 145062)

|: Cosmospora khandalensis IMI 112791 (NR 145058)
45 Cosmospora cymosa CBS 762.69 (NR 111605)

0.010

Pseudonectria pachysandricola A.R. 4592 (JF832658)
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Apéndice W - Arvore filogenética inferida para os fungos Fusarium avenaceum species complex e Fusarium
oxysporum species complex, baseada em suas sequéncias da regido ITS, utilizando o método de Neighbour
Joining, o0 modelo de substituicdo Kimura — 2 parametros e 1000 replicatas. (12, 52, 9, 84, 53, 25, 18, 17, 15,
14, M2P, M25P, M17P, M59M - Cédigos de extracdo de DNA do fungo Fusarium avenaceum species complex;
33 — Cadigo de extracdo de DNA do fungo Fusarium oxysporum species complex).

100

12

52

Fusarium avenaceum Z173 (KP265357)
M2P

M25P

M17P

9

84

53

!

100

41

33

53

25

18

17

15

14

Fusarium avenaceum 10C-1461 (AB975293)
M59M

Fusarium avenaceum M127 (KP265352)

Fusarium sublunatum CBS 189.34 (NR 111606)
Fusarium beomiforme NRRL 13606 (NR 111885)
?‘:EFusarium fujikuroi CBS 221.76 (NR 111889)

84 - Fusarium nygamai NRRL 13448 (NR 130698)

Fusarium ramigenum BBA68592 (KR909397)
Fusarium denticulatum CBS 407.97 (NR 138359)
Fusarium denticulatum BBA67772 (KR909405)
Fusarium bactridioides CBS 100057 (NR 120262)

i

— Fusarium guttiforme CBS 409.97 (NR 120264)
— Fusarium begoniae CBS 452.97 (NR 111864)

Fusarium circinatum CBS 405.97 (NR 120263)

Fusarium pseudonygamai NRRL 13592 (NR 137162)

—— Fusarium inflexum NRRL 20433 (U34577)

Fusarium oxysporum f. sp. melonis HKU-956 (DQ535184)

g3 | Fusarium oxysporum isolate UCR1788 (JQ723752)

Fusarium oxysporum CID 208 (HQ829112)

55|33

Fusarium oxysporum ATT095 (HQ607833)
Fusarium oxysporum CID 270 (HQ829135)
Coletotrichum gloesporioides Cg S6 (AJ311884)

0.020
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Apéndice X - Arvore filogenética inferida para o fungo Laetinaevia carneoflavida, baseada em suas sequéncias
da regido ITS, utilizando o método de Neighbour Joining, 0 modelo de substituicdo Kimura — 2 parametros e
1000 replicatas. (89 — Cdodigo de extragdo de DNA do fungo Laetinaevia carneoflavida).

Hyalopeziza pygmaea KUS-F51564 (JN033410)

99
51 Hyphodiscus hymeniophilus TNS F-31802 (AB546951)
o4 Lachnum fuscescens FC-2197 (AB481254)
Calloria urticae G.M. 2015-04-12 5 (KT185667)
N 99 89

100
Laetinaevia carneofiavida G.M. 2014-07-25 (KT185666)

Naevala minutissima CBS 115920 (AY853229)

Mollisia cinerea CBS 128349 (JF514855)

0.020
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Apéndice Y - Arvore filogenética inferida para o fungo Leptosphaeria sp., baseada em suas sequéncias da
regido ITS, utilizando o método de Neighbour Joining, o modelo de substituicdo Kimura — 2 parametros e 1000
replicatas. (M15P — Cadigo de extracdo de DNA do fungo Leptosphaeria sp.).

Leptosphaeria errabunda CBS 129997 (JF740220)
Leptosphaeria macrocapsa CBS 640.93 (JF740237)
Leptosphaeria erabunda CBS 129998 (JF740219)
Leptosphaeria sydowii CBS 385.80 (JF740244)

100! Leptosphaeria sydowii CBS 125976 (JF740245)

65| Leptosphaeria doliolum CBS 125979 (JF740208)
Leptosphaeria doliolum CBS 504.75 (JF740209)
Leptosphaeria veronicae CBS 126583 (JF740255)

Leptosphaeria veronicae CBS 145.84 (JF740254)

100 — Leptosphaeria slovacica CBS 389.80 (JF740247)
|:Leptosphaerian slovacica CBS 125975 (JF740248)
95  Leptosphaeria sclerotioides CBS 144.84 (JF740192)
Leptosphaeria sclerotioides CBS 148.84 (JF740193)
M15P
72| | Leptosphaeria conoidea CBS 616.75 (JF740201)

95 ! Leptosphaeria conoidea CBS 125977 (JF740202)
Leptosphaeria pedicularis CBS 126582 (JF740223)
Subplenodomus valerianae CBS 499.91 (JF740252)

Leptosphaeria etheridgei CBS 125980 (JF740221)
E' Paraleptosphaeria nitschkei CBS 306.51 (JF740239)

99

46

0.020
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Apéndice Z - Arvore filogenética inferida para o fungo Microdochium lycopodinum, baseada em suas
sequéncias da regido ITS, utilizando o método de Neighbour Joining, o modelo de substituicdo Kimura — 2

parametros e 1000 replicatas. (51, 45, 44, M46M, M1P — Cddigos de extracdo de DNA do fungo Microdochium
lycopodinum).

Microdochium lycopodinum CBS 125585 (NR 145223)
— 51

Microdochium lycopodinum CBS 122885 (KP859016)
46| M46M

- 45

M1P

Microdochium lycopodinum CBS 109399 (KP859006)
88 || Microdochium lycopodinum CBS 146.68 (KP858993)
- 44

Microdochium lycopodinum CBS 109398 (KP859005)
100 Microdochium phragmitis CBS 285.71 (NR 132916)
99 | Microdochium phragmitis CBS 423.78 (KP859012)
Microdochium fisheri CBS 242.91 (KP859015)
Microdochium colombiense CBS 624.94 (KP858999)
Cryptostroma corticale CBS .217.52 (HG934111)

65

0.020
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Apéndice AA - Arvore filogenética inferida para o fungo Oidiodendron sp., baseada em suas sequéncias da
regido ITS, utilizando o método de Neighbour Joining, o modelo de substituicdo Kimura — 2 parametros e 1000
replicatas. (96, M60M — Codigos de extracdo de DNA do fungo Oidiodendron sp.).

L) — Oidiodendron pilicola (AF062787)
' Oidiodendron sp. CC 04-26 (KF359578)
27 Oidiodendron rhodogenum UAMH 1405 (NR 119425)
— Oidiodendron cerealis (AF062788)
99— Oidiodendron sp.07MA13 (JX270413)
Oidiodendron echinulatum aurimé10 (DQ069040)

38

55

96
48
100! M6OM

— Oidiodendron periconioides (AF062802)
100L—— Oidiodendron sp. C3 (KF156314)
64 ‘l__ Oidiodendron fuscum UAMH 8511 (NR 111035)
99 | L Oidiodendron tenuissimum MUCL 1057 (AF307773)
Oidiodendron setiferum UAMH 5715 (NR 077127)

43 Oidiodendron griseum 3-16 (KX440150)
24 Oidiodendron sp. 06 VT08 (JX270395)
76 Oidiodendron sp. 23WI07 (JX270597)

Tricholoma matsutake J28 (KJ937000)

—
0.0050
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Apéndice AB - Arvore filogenética inferida para o Pochonia sp., baseada em suas sequéncias da regi&o ITS,
utilizando o método de Neighbour Joining, 0 modelo de substituicdo Kimura — 2 parametros e 1000 replicatas.
(79 — Cadigo de extracao de DNA do fungo Pochonia sp.).

52 Pochonia sp. LS-2013 CGMMCC 3.15217 (KC626045)
68| Pochonia sp. LS-2013b AR5115-1 (KF741827)
100 79

99 Pochonia sp. LC-2016 (KU686687)

Metacordyceps chlamydosporia Pcp31 (JX978430)

53] 96l pochonia chlamydosporia Pt1 (GQ369959)

Neotyphodium coenophialum CBS 494.82 (DQ119115)

100 ENeotyphodium occultans Hiroshima04-4-5 (AB237146)

44 Neotyphodium x schardli ATCC MYA-4679 (KC881085)

| Periglandula sp. 3 WB-2014 Igra (KP235248)

100/ Periglandula sp. 3 WB-2014 ImueREM (KP235257)

Nectria cinnabarina CBS 279.48 (AF163025)

0.020
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Apéndice AC - Arvore filogenética inferida para o fungo Pseudogymnoascus sp.1, sp.2, sp.3, baseada em suas
sequéncias da regido ITS, utilizando o método de Neighbour Joining, o modelo de substituicdo Kimura — 2
parametros e 1000 replicatas. (M7P — Cédigo de extracédo de DNA do fungo Pseudogymnoascus sp.1; M21M
— Cddigo de extracdo de DNA do fungo Pseudogymnoascus sp.2; 11, 36, M31P, M41M, M11M, M45M —
Cddigos de extracéo de DNA do fungo Pseudogymnoascus sp.3).

Geomyeces destructans 41558-3 (KC993824.1)
Pseudogymnoascus verrucosus UAMH 10579(DQ117440.1)
Geomyces destructans 41548-2 (KC993821.1)

Geomyces destructans 41551-2 (KC993822.1)

Geomyces destructans 41544-2 (KC993819.1)

Geomyces destructans 39147-R1(KC993818.1)

Geomyces destructans 38257-R1(KC993816.1)

63— Pseudogymnoascus destructans ATCC MYA-4855 (NR 111838.1)
Geomyces destructans 41556-4 (KC993823.1)
Geomyces destructans 41547-4 (KC993820.1)
Geomyces destructans 39145-S2 (KC993817.1)
o Geomyces destructans 8257-S4 (KC993815.1)

Pseudogymnoascus verrucosus UAMH 10579 (KJ755525.1)

M7P

Pseudogymnoascus verrucosus UAMH 10580 (DQ117441.1)
Pseudogymnoascus roseus UAMH 2879 (DQ117445.1)
Pseudogymnoascus roseus UAMH 9163 (DQ117451.1)
Pseudogymnoascus roseus UAMH 1658 (DQ117443.1)

Pseudogymnoascus roseus UAMH 9222 (DQ117452.1)

Geomyces pannorum var. asperulatus UAMH 183 (DQ117444.1)

83 Geomyces pannorum UAMH 1088 (DQ117442.1)

M41M
M31P
#lg] (1

36
& |M11M

M45M

1B

15

Pseudogymnoascus appendiculatus UAMH 10511(DQ117438.1)
Pseudogymnoascus appendiculatus UAMH 10512 (DQ117439.1)
L—— Geomyces pannorum UAMH 1030 (DQ117436.1)
Geomyces pannorum UAMH 714(DQ117446.1)
Geomyces pannorum var. asperulatus UAMH 9032 (DQ117449.1)
Pseudeurotium zonatum CBS 329.36 (KJ755522)

774
A Pseudogymnoascus appendiculatus UAMH 10510 (DQ117437.1)
b

0.010
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Apéndice AD - Arvore filogenética inferida para o fungo Purpureocillium lilacinum, baseada em suas
sequéncias da regido ITS, utilizando o método de Neighbour Joining, o modelo de substituicdo Kimura — 2
parametros e 1000 replicatas. (80, 34 — Codigos de extracdo de DNA do fungo Purpureocillium lilacinum).

— 34

Purpureocillium lilacinum MUT 5799 (KX009451)

99

80

Purpureocillium lilacinum CBS 284.36 (NR 111432)

Purpureocillium lilacinum ATT010 (HQ607796)

Purpureocillium lavendulum FMR 10376 (NR 111433)

0.010

Verticillium campanulatum IMI 356051 (AJ292416)

Verticillium zeosporum CBS 335.80 (AJ292419)
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Apéndice AE - Arvore filogenética inferida para o fungo Trichoderma sp., baseada em suas sequéncias da
regido ITS, utilizando o método de Neighbour Joining, o modelo de substituicdo Kimura — 2 parametros e 1000
replicatas. (M14 — Cadigo de extragdo de DNA do fungo Trichoderma sp.).

Trichoderma polysporum TAMA 0469 (AB856617)

Trichoderma polysporum TAMA 0212 (AB856616)
M14

*°® Hypocrea pachybasioides GJS 88-59 (AY240840)

Trichoderma piluliferum CBS 120927 (NR 134407)

- Trichoderma polysporum CBS 820.68 (NR 134448)

Trichoderma parapiluliferum BPI GJS 91-60 (NR 134341)

Trichoderma foliicola CBS 130008 (NR 134434)

49
Trichoderma lacuwombatense BPI GJS 99-198 (NR 134356)

Trichoderma atlanticum CBS 120632 (NR 134397)

Trichoderma minutisporum DAOM 167069 (NR 111192)

Trichoderma longibrachiatum (KJ093619)

0.010
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Apéndice AF - Arvore filogenética inferida para o fungo Varicosporium sp., baseada em suas sequéncias da
regido ITS, utilizando o método de Neighbour Joining, o modelo de substituicdo Kimura — 2 parametros e 1000
replicatas. (91, 55, M49M, M52M, M65M — Cédigos de extragdo de DNA do fungo Varicosporium sp.).

Varicosporium elodeae PB 140 (JN655610)
Gyoerffyella sp. B54J5 (EF093185)

Varicosporium elodeae WA0000019152 (JX981463)
&6 | Varicosporium elodeae UMB-340.07 (GQ411269)
Gyoerffyella sp. B54A4 (EF093184)

Varicosporium sp. CJL-2014 Rs-R-33 (KJ542329)
Varicosporium elodeae UMB-171.01 (GQ411276)

1! Gyoerffyella sp. aurim614 (DQ069023)
Varicosporium elodeae P52.1 (KX611531)

91

5 o) M49M

% | M52M

55

% M65M

- Gyoerffyella sp. Gyoe-Ol (AB831850)

5 4‘ Spirosphaera carici-graminis ICMP:15325 (EF029225)

Varicosporium elodeae UMB-382.07 (GQ411268)

Varicosporium elodeae CBS 541.92 (DQ202517)

Fontanospora fusiramosa CCM F-12900 (KC834052)
Gyoerffyella tricapillata CBS 451.64 (KC834059)

Gyoerffyella rotula CCM F-400 (KC834061)

Gyoerffyella entomobryoides CBS 268.63 (NR 145302)
Gyoerffyella craginiformis CCM F-09367 (KC834055)
o5 | Gyoerffyella gemellipara CCM F-402 (KC834060)

Anguillospora filiformis F-20687 (AY148104)

0.020

Varicosporium delicatum (JQ412864)
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Apéndice AG - Arvore filogenética inferida para o fungo Moriterella sp.1 e sp.2, baseada em suas sequéncias
da regido ITS, utilizando o método de Neighbour Joining, 0 modelo de substituicdo Kimura — 2 parametros e
1000 replicatas. (72, 8, 71, 4, 7, 6, M13M, M8P — Cadigos de extracao de DNA do fungo Mortierella sp.1; 32 —
Cadigo de extracéo de DNA do fungo Mortierella sp.2).

6372
s
71
Mortierella hyalina CBS 115655 (HQ630355)
4
® Mortierella hyalina CBS 166.25 (JX975928)
M13M
Mortierella polycephala CBS 293.34 (JX976050)
-7
16
M8P
78 || Mortierella hyalina CBS 167.25 (JX975895)
Mortierella hyalina RR 238 (AJ878780)
a7 W |—— Mortierella hyalina CBS 117152 (JX975977)
— Mortierella hyalina CBS 117.74 (JX976083)
Mortierella zonata CBS 228.35 (JX975983)
e Mortierella minutissima FSU 2735 clone 2 (EU484297)
! Mortierella zonata FSU 2735 (JX976103)
Mortierella bainieri CBS 552.80 (JX975850)
D | Mortierella antarctica CBS 609.70 (NR 111580)
—| Mortierella antarctica CBS 609.70 (JX975907)
Mortierella alpina CBS 210.32 (JN943803)
P | Mortierella amoeboidea CBS 889.72 (NR 111579)
& Mortierella amoeboidea CBS 889.72 (JX976073)
Mortierella alpina A06ID3 (KJ469806)
Mortierella alpina MKOTU77 (KP714667)
® | Mortierella alpina V1ER6b (KT692544)
64|, Mortierella alpina UFMGCB 3774 (HQ533831)
32
Mortierella alpina UFMGCB 3689 (HQ533828)
Umbelopsis isabellina NRRL 1757 (KM017728)

D

68

0.050



136

Apéndice AH - Arvore filogenética inferida para as leveduras Naganishia sp., Goffeauzyma gastrica e G.
gilvescens, baseada em suas sequéncias da regido D1/D2, utilizando o método de Neighbour Joining, 0 modelo
de substituicdo Kimura — 2 parametros e 1000 replicatas. (12, 39, 148, 138, 101 —Cddigos de extracdo de DNA
da levedura Naganishia sp.; 325, 308 — Cddigos de extragao de DNA da levedura G. gastrica; 4, 401, 251, 94,
7, 61, 327 — Cadigos de extracdo de DNA da levedura G. gilvescens).

13 Naganishia antarctica DBVPG 5272 (KC433827)
Naganishia bhutanensis CBS 6294 (KY108606)
12

%39

57

148

138

101

Naganishia cf. antarctica DBVPG 5900 (KC433829)
Naganishia albida DBVPG 5693 (KC433768)
Naganishia adeliensis DBVPG 5686 (KC433766)
Naganishia albidosimilis DBVPG 5552 (KC433794)

D 91 - Naganishia diffluens DBVPG 5735 (KC433770)

Naganishia onofrii DBVPG 5303 (KC433831)
I: Filobasidium stepposum DBVPG 5432 (KC433784)
e?)

Filobasidium wieringae DBVPG 5455 (KC433793)
325

& | 308

Goffeauzyma gastrica DBVPG 5371 (KC433833)
Goffeauzyma gastrica DBVPG 5648 (KC433772)
4

401

Goffeauzyma gilvescens DBVPG 10027 (KC433837)
Goffeauzyma gilvescens DBVPG 5961 (KC433836)
251

& |94

7

61

Goffeauzyma gilvescens DBVPG 5517 (KC433773)
327

Candida santamariae DBVPG 5397 (KC433820)

0.050

Aureobasidium pullulans DBVPG 5429 (KC433759)
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Apéndice Al - Arvore filogenética inferida para as leveduras Leucosporidium sp., Leucosporidium fragarium e
Cystobasidium laryngis, baseada em suas sequéncias da regido D1/D2, utilizando o método de Neighbour
Joining, o0 modelo de substituicdo Kimura — 2 parametros e 1000 replicatas. (346, 366, 350, 277, 315, 265, 303,
328, 306 —Cadigos de extracdo de DNA da levedura Leucosporidium sp.; 150, 51, 17 — Codigos de extracédo de
DNA da levedura L. fragarium; 137, 13, 157, 199, 22, 71, 14 — Cdédigos de extracdo de DNA da levedura C.

laryngis).

- Leucosporidium scottii CBS 6561 (KY108293)
346

Leucosporidium scottii CBS 7674 (KY 108284)
Leucosporidium scottii CBS 614 (KY108286)
366

350

P |277

Leucosporidium creatinivorum CBS 8620 (NG 042375)
315

265

303

Leucosporidium creatinivorum DBVPG 5866 (KC433859)

| &8

328
306
— Leucosporidium muscorum CBS 6921 (KY108280)
&6 _LLeucosporidium sp. DBVPG 10087 (KC433860)

L Leucosporidium golubevii CBS 9651 (KY108283)

2| 450

51
% Leucosporidium fragarium CBS 6253 (KY108278)
Leucosporidium fragarium CBS 6254 (KY108279)
17

Rhodosporibiobolus colostri DBVPG 5982 (KC433873)
Ustilentyloma graminis DBVPG 10059 (KC433876)
Buckleyzyma cf. aurantiaca DBVPG 5753 (KC433806)

B 1 Cystobasidium cf. laryngis DBVPG 5748 (KC433807)

Cystobasidium cf. laryngis DBVPG 10053 (KC433872)
Cystobasidium laryngis DBVPG 5705 (KC433809)
137

13

157

199

22

71

14

11 Cystobasidium laryngis DBVPG 5363 (KC433877)

8 |

Candida santamariae DBVPG 5397 (KC433820)
Aureobasidium pullulans DBVPG 5429 (KC433759)

0.050
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Apéndice AJ - Arvore filogenética inferida para a levedura Mrakia sp., baseada em suas sequéncias da regi&o
D1/D2, utilizando o método de Neighbour Joining, o0 modelo de substituicdo Kimura — 2 parametros e 1000
replicatas. (279, 382, 387, 409, 6 - Codigos de extragdo de DNA da levedura Mrakia sp.)

Mrakia frigida CBS 5274 (KY108581)
Mrakia frigida CBS 5266 (KY108577)
Mrakia robertii DBVPG 5352 (KC433864)

56| Mrakia gelida CBS 5272 (KY108585)

Mrakia frigida CBS 5270 (KY108579)
Mrakia robertii DBVPG 5935 (KC433867)

4| Mrakia robertii DBVPG 5975 (KC433868)

Mrakia gelida DBVPG 5952 (KC433862)

~ Mrakia psychrophila DBVPG 5980 (KC433863)
Mrakia gelida DBVPG 4844 (GQ911518)

1279

(382
4| 387

409
6
— Mrakia cryoconiti DBVPG 5673 (KC433805)

—— Mrakia aquatica DBVPG 5983 (KC433869)

Mrakia niccombsii DBVPG 5943 (KC433871)

Tausonia pullulans DBVPG 10040 (KC433855)

5?'7— Itersonilia pannonica DBVPG 5507 (KC433816)

Candida santamariae DBVPG 5397 (KC433820)

0.020

Aureobasidium pullulans DBVPG 5429 (KC433759)



139

Apéndice AK - Arvore filogenética inferida para as leveduras Holtermanniella wattica, H. festucosa e
Vishniacozyma victoriae, baseada em suas sequéncias da regido D1/D2, utilizando o método de Neighbour
Joining, o modelo de substituicdo Kimura — 2 par@metros e 1000 replicatas. (331, 363, 36, 311, 257, 239, 198,
162, 107, 222, 195, 235 - Cédigos de extracdo de DNA da levedura H. wattica; 362, 5 — Cddigos de extragdo
de DNA da levedura H. festucosa; 336, 37 — Cédigos de extracdo de DNA da levedura V. victoriae).

331

363

36

311

257

239

198

162

o (107

222

Holtermanniella wattica CBS 9496 (KY107874)

Holtermanniella wattica DBVPG 5411 (KC433850)

fes) 195

& | 235

- Holtermanniella wattica SG02-030 (EF068199)

Holtermanniella takashimae DBVPG 5591 (KC433804)
Holtermanniella festucosa DBVPG 5637 (KC433765)

o7 | | Holtermanniella festucosa DBVPG 5916 (KC433856)
Holtermanniella festucosa DBVPG 5551 (KC433771)
362
5
D Bulleromyces albus DBVPG 5297 (KC433819)
ﬂmcoccus laurentii DBVPG 5449 (KC433775)
A | Cryptococcus tephrensis DBVPG 5606 (KC433787)

ﬂ Cryptococcus sp. DBVPG 5365 (KC433830)
Vishniacozyma victoriae CBS 9013 (KY110037)
Cryptococcus carnescens DBVPG 5913 (KC469970)
&8 Vishniacozyma victoriae CBS 9000 (KY110044)

%4 || Vishniacozyma victoriae CBS 9009 (KY110047)

& 336
37

Candida santamariae DBVPG 5397 (KC433820)
4{ Aureobasidium pullulans DBVPG 5429 (KC433759)

100

100

0.050



