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RESUMO

O interesse por micro-organismos, em especial os fungos derivados de ambientes poucos
explorados como a Antartica, tem crescido nas ultimas décadas. Os ecossistemas da Antartica por
serem caracterizados por extremos de temperatura, salinidade ou valores de pH, inviabilizam o
desenvolvimento de muitas formas de vida, sendo os micro-organismos os mais adaptados para se
proliferar nos substratos deste continente. Os micro-organismos que se desenvolvem nos
ecossistemas Antarticos sao capazes de produzir enzimas adaptadas ao frio, as quais possuem
potencial aplicagdo em diversos setores de importancia econdmica. O presente projeto € parte do
Projeto Fapesp 2010/17033-0 intitulado “Exploracdo biotecnoldgica de fungos derivados da
Antartica” coordenado pela Profa. Dra. Lara Sette e teve como objetivo conhecer a biodiversidade,
selecionar fungos filamentosos com potencial ligninocelulolitico e avaliar a producdo dessas
enzimas a médias e baixas temperaturas. Para tanto, foram utilizados 160 isolados recuperados de
amostras marinhas e terrestres do continente Antartico que se encontram mantidos na colegdo de
pesquisa da DRM (CPQBA/UNICAMP) e na Central de Recursos Microbianos da UNESP (CRM-
UNESP). Apo6s a triagem inicial (em meio solido e em meio liquido) dois fungos ligninoliticos
foram selecionados para os experimentos subsequentes, um de origem marinha (P1) e outro de
origem terrestre (M7), os quais foram identificados como Cadophora luteo-olivacea e Cadophora
malorum, respectivamente. Os ensaios referentes a avaliacdo de diferentes fatores na produgdo de
ligninases permitiu identificar os efeitos de cada uma das varidveis na atividade enzimaética.
Entretanto, a otimizagdo da produgdo de lacase para o fungo C. luteo-olivacea P1 ndo foi eficiente,
tendo em vista a baixa atividade desta enzima nas condi¢cdes estudadas. Em substratos
lignocelulosicos o fungo C. malorum M7 se destacou frente a atividade de xilanases quando
cultivado em bagaco de cana e sabugo de milho. Dentre os 160 fungos estudados, 76 foram
avaliados taxonomicamente, revelando a presenca de 11 géneros distintos pertencentes ao filo
Ascomycota. Dentre os géneros identificados nas amostras marinhas e terrestres da Antartica, sete
foram comuns aos dois ambientes (Cadophora, Cladosporium, Cosmosporas, Geomyces,
Penicillium, Pseudeurotium e Thelebolus), trés foram encontrados apenas em amostras terrestres
(Acremonium, Hypocrea/Trichoderma, Oidiodendron) e um apenas em amostra marinha
(Cercospora). O presente trabalho amplia o conhecimento sobre a diversidade de fungos
filamentosos do ambiente Antartico e reporta um dado inovador sobre a presenca do género

Cercospora em amostra da Antartica.



ABSTRACT

The interest in microorganisms, especially fungi derived from underexplored environments such as
Antarctica has increased in recent decades. Antarctica ecosystems have characteristics of extreme
temperature, salinity or pH which prevents the development of many forms of life, being the micro-
organisms the best adapted to proliferate in substrates of this continent. Microorganisms that grow
in Antarctic ecosystems are able to produce cold adapted enzymes, which have potential application
in many sectors of economic importance. This project is associated with the FAPESP Project
2010/17033-0 entitled “Biotechnological Exploitation of fungi derived from Antarctica",
coordinated by Prof. Dr. Lara Sette and aims to know the biodiversity, to select filamentous fungi
with lignocellulolytic potential and to evaluate the production of these enzymes at low and medium
temperatures. For this purpose, we used 160 isolates recovered from marine and terrestrial samples
of the Antarctic continent that have been maintained in the research collection of DRM
(CPQBA/UNICAMP) and in the Microbial Resource Center of UNESP (CRM-UNESP). After the
first screening (on solid medium and in liquid medium), two fungi were selected for subsequent
experiments, one from marine sample (P1) and another one from terrestrial sample (M7), which
were identified as Cadophora luteo-olivacea and Cadophora malorum, respectively. The assays
regarding the evaluation of different factors in the production of ligninases allowed the
identification of the effects of each variable on the enzyme activity. However, the optimization of
laccase production by Cadophora luteo olivacea P1 was not efficient because the low activity of
this enzyme under the conditions studied. In lignocellulosic substrates the fungus C. malorum M7
presents the best xylanase activity when grown on sugarcane bagasse and corn cobs. Among the
160 filamentous fungi studied, 76 were taxonomically characterized, revealing the presence of 11
different genera belonging to the phylum Ascomycota. Among the genera identified from marine
and terrestrial Antarctic samples, seven were found in both environments (Cadophora,
Cladosporium, Cosmosporas, Geomyces, Penicillium, Pseudeurotium e Thelebolus), three were
found only in the terrestrial samples (Acremonium, Hypocrea/Trichoderma, Oidiodendron) and one
was found only in marine sample (Cercospora). This work expands our understanding of the
diversity of filamentous fungi from Antarctic environment and reports an innovative data about the

presence of the genus Cercospora in Antarctic sample.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem crescido o interesse por fungos derivados de ambientes poucos explorados
como o ambiente Antartico, marinho, de aguas profundas, principalmente por pouco se conhecer
sobre a biodiversidade e biologia desses organismos. A sobrevivéncia as condi¢des adversas e de
estresse dos ecossistemas da Antartica resultaram em adaptagdes fisioldgicas dos micro-organismos
que habitam esses ambientes, incluindo a auséncia de conidiogénese (Mycellia sterilia), producao
de melanina, estabilidade e fluidez da membrana plasmatica e aumento da flexibilidade das
enzimas. A maior flexibilidade das enzimas adaptadas a baixas temperaturas ¢ devido a menor
quantidade de pontes de hidrogénio e pontes dissulfeto nestas proteinas em compara¢do aos
homologos de micro-organismos mesofilos.

Dentre o arsenal enzimatico dos fungos filamentosos, podemos destacar as enzimas
lignoceluloliticas que sdo capazes de catalisar a degradacgdo da celulose, hemicelulose e da lignina e
que por apresentarem baixa especificidade ao substrato, podem degradar também diversos
compostos organicos poluentes, como ¢ o caso dos hidrocarbonetos policiclicos aromadticos
(derivados do petréleo), agrotoxicos, corantes, efluentes té€xteis, entre outros.

Neste contexto, a equipe de pesquisa coordenada pela Profa. Dra. Lara Durdes Sette vem
desenvolvendo, desde 2005, projetos associados a obtencdo de recursos genéticos microbianos de
ambiente pouco explorado (marinho e terrestre da Antartica e marinho da costa brasileira), sele¢ao
de isolados produtores de enzimas de interesse ambiental e industrial (lipases, proteases, ligninases
e celulases) e aplicagdo em degradagdo de poluentes ambientais. O desenvolvimento desses projetos
permitiu a estruturagdo de uma colecdo de pesquisa associada a Colecdo Brasileira de Micro-
organismos de Ambiente e Industria — CBMAI do CPQBA/UNICAMP e a Central de Recursos
Microbianos da UNESP (CRM-UNESP) que contém cerca de 800 fungos filamentosos derivados
de amostras de macro-organismos marinhos da costa brasileira e cerca de 100 leveduras e 250
fungos filamentosos recuperados de ambiente marinho (63%) e terrestre (37%) da Antartica. Os
resultados da bioprospec¢do dos fungos marinhos da costa brasileira contidos na referida colecao
vém demonstrando o potencial para aplicacao biotecnoldgica (LIRA et al., 2006; DA SILVA et al.,
2008; VITA-MARQUES et al., 2008; BONUGLI-SANTOS et al., 2009; BONUGLI-SANTOS et
al., 2010a; ROCHA et al.,, 2009; ROCHA et al., 2010; BONUGLI-SANTOS et al., 2010b;
PASSARINI et al., 2011a; PASSARINI et al., 2011b). Estes resultados tém estimulado o

desenvolvimento de estudos de diversidade e prospeccdo de enzimas de interesse ambiental e/ou
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industrial produzida pelos fungos da Antartica, os quais podem ser utilizados em processos que
custos associados as etapas de aquecimento dos processos industriais € ambientais.

O presente projeto estd associado ao Projeto Fapesp 2010/17033-0 intitulado “Exploracao
biotecnoldgica de fungos derivados da Antértica” coordenado pela Profa. Dra. Lara Sette e ao
Projeto ““ Sustainable production of biologically active molecules of marine based origin -
BAMMBO” fomentado pela Comunidade Europeia (FP7 2010-2013) e coordenado pelo Dr.
Daniel Walsh (LIT, Ireland). Os objetivos principais estcao relacionados com a selecdo de fungos
filamentosos da Antartica com atividade ligninolitica (manganés peroxidase - MnP, lacase - Lac e
lignina-peroxidase - LiP) em diferentes condi¢des de cultivo, incluindo temperaturas médias e
baixas, avaliar a producdo de ligninases, celulases e xilanases e conhecer a diversidade dos fungos
associados a amostras marinhas e terrestres do continente Antartico, os quais estdo mantidos nas
colegdes de pesquisa associadas a Colecao Brasileira de Micro-organismos de Ambiente ¢ Industria

(CBMAL) e a Central de Recursos Microbianos da UNESP (CRM-UNESP).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O ambiente Antartico

Em 1957 o Conselho Internacional para a Ciéncia (ICSU) aprovou a criagdo do Comité
Cientifico para Pesquisa Antartica (SCAR), que foi formado por paises que tinham como interesse
em comum a pesquisa nessa regido, sendo esses paises: Argentina, Australia, Beélgica, Chile,
Estados Unidos da América, Franca, Japao, Noruega, Nova Zelandia, Reino Unido, Republica Sul
Africana e a antiga Unido das Republicas Socialistas Soviéticas (DA SILVA, 2007).

Em 1958, os paises participantes do Comité reafirmaram seu interesse na regido, motivando
a Conferéncia em Washington, DC, convocada pelos Estados Unidos da América, com o proposito
de discutir o futuro do continente. Em 1 de dezembro de 1959, como resultado da Conferéncia, foi
assinado o Tratado da Antartica, que entrou em vigor em 23 de junho de 1961 (DA SILVA, 2007).
Com o Tratado, a regido da Antartica passou a ser uma reserva natural consagrada a paz e a
liberdade para a pesquisa cientifica, a cooperacdo internacional para este fim, e a utilizacdo pacifica
da Antartica, proibindo a militarizacdo da regido, e sua utilizagdo para explosdes nucleares ou como
deposito de residuos radioativos (DA SILVA, 2007).

O continente Antartico ¢ considerado o mais frio, elevado, seco e inospito do planeta Terra e

esta situado na regido polar austral. E permanentemente recoberto por uma camada de gelo e
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rodeado por uma camada de mar congelado. O volume de gelo antéartico possui aproximadamente
70% de agua doce. As temperaturas podem chegar até -40° C ou menos, durante os meses de
inverno e a menor temperatura ja registrada no planeta foi na regido, chegando a atingir -89,2°C, em
1983 (TINDALL, 2004). Devido as caracteristicas indspitas que prevalecem no continente
destacam-se a baixa temperatura, temperatura média mensal inferior a 0°C, frequentes ciclos de
congelamento e degelo, ventos fortes e elevada incidéncia de radiacdo, especialmente UV,
limitando assim o desenvolvimento de qualquer forma de vida (ONOFRI et al., 2007; D’ELIA,
2008; YERGEAU & KOWALCHUK, 2008).

Devido as caracteristicas ambientais do continente, poucas sdo as plantas que conseguem
sobreviver na regido, sendo que sua vegetacdo se limita a musgos, liquens e algas. Também sao
poucos 0s animais que conseguem sobreviver no continente, somente os que sdo mais adaptados,
como alguns animais superiores, peixes, aves ¢ mamiferos marinhos. Dentre o grupo dos micro-
organismos, podem ser observados apenas aqueles adaptados as condi¢des extremas do continente
Antartico. Sao consideradas extremofilas as formas de vida que habitam ambientes extremos das
condi¢des naturais terrestres (DA SILVA, 2007). Este termo foi usado pela primeira vez em 1974
por MacElroy (CAVICCHIOLI et al., 2000). Na taxonomia, sugeriu-se que “ambiente extremo” ¢é
aquele em que a diversidade bioldgica se apresenta de forma restrita, ou seja, com a exclusdo da

maioria dos grupos taxondmicos de seres vivos.

2.2. Micro-organismos do ambiente Antartico

O estudo dos micro-organismos provenientes de ambientes extremos pode fornecer
informagdo valiosa acerca da origem da vida na Terra e das estratégias adaptativas aos ambientes
onde prosperou. Além disso, micro-organismos que se desenvolvem em ambientes extremos
produzem enzimas que sao adaptadas ao frio e que pode vir a ser importante para uma variedade de
aplicagoes industriais (D’ELIA, 2008). Nos ultimos 20 anos, houve um aumento na quantidade de
trabalhos realizados com a microbiota das regides polares, com énfase na regido da Antartica
(TINDALL, 2004).

A Antartica oferece algumas oportunidades para o estudo sobre evolugdo microbiana
(VINCENT, 2000). As comunidades microbianas sd3o consideradas o componente dominante da
biomassa dos ecossistemas da Antartica, e que controlam a maior parte do fluxo bioldgico de
carbono, nutrientes e energia (WYNN-WILLIAMNS, 1996). Os micro-organismos provenientes

desse continente podem ser considerados fontes potenciais de recursos genéticos para aplicagdao
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biotecnoldgica. Entretanto, o conhecimento das relagdes e evolugdo de muitos grupos taxondomicos
microbianos ainda ¢ escasso (VINCENT, 2000), especialmente o grupo dos fungos.

Segundo Ruise et al. (2007) grande parte dos fungos que ocorrem na Antartica ¢
cosmopolita, alguns dos propagulos sdo transportados para a Antartica, mas devido as condigdes
extremas ali encontradas, sdo incapazes de crescer, enquanto que, os fungos conhecidos como
indigenas, sdo capazes de crescerem e se reproduzirem mesmo em baixas temperaturas.

Os termos psicrofilico e psicrotrofico sdo utilizados para designagdo de micro-organismos
que se desenvolvem em temperaturas frias. Os fungos psicrofilicos sdo aqueles capazes de crescer a
0 °C e que possuem 6timo crescimento a <15 °C e temperatura maxima de crescimento de < 20 °C ¢
os psicrotroficos (ou psicrotolerantes) sdo aqueles que podem crescer a 0°C e cuja maxima
temperatura de crescimento pode estar acima de 20 °C (RUISE et al.,2007). A maioria dos micro-
organismos recuperados de amostras das regides Artica e Antartica sio 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.

2.3. Micro-organismo do ambiente marinho

Os ecossistemas marinhos sdo considerados fontes de elevada riqueza microbiana (KONIH;
WRIGHT, 1999). Os micro-organismos marinhos podem ser encontrados na coluna d’agua,
crescendo em superficies, simbiontes de vida livre exercendo um importante papel nos ciclos
biogeoquimicos dos oceanos, assim sendo os principais decompositores de materiais
lignoceluldsicos e diferentes espécies de animais (HAWKSWORTH, 1991).

Os fungos marinhos sdo separados em espécies obrigatorias ou facultativas. As obrigatérias
sdo aquelas que crescem e esporulam exclusivamente na d4gua do mar, e seus esporos sao capazes de
germinar neste ambiente. As facultativas sdo aquelas terrestres e aquaticas com adaptagdes que
permitem seu crescimento no ambiente marinho (KOHLMEYER & KOHLMEYER 1979).

Em 1948, Fenical (1997) descreveu para a ciéncia Phaeosphaeria typharus, a primeira
espécie de fungo marinho facultativo. Em 1969 foi descrita a espécie Halotthia posidoniae, que
ficou conhecida como o primeiro fungo marinho obrigatorio (LOQUE, 2009). Os micro-organismos
encontrados nos ecossistemas marinhos estdo associados a diferentes macro-organismos, tais como:
poriferos, peixes, cnidarios, tunicados e macroalgas (LOQUE, 2009). Entretanto, este grupo

microbiano ainda ¢ pouco estudado no que diz respeito as suas fungdes ecoldgicas, origem
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evolutiva e como fontes de metabolitos que podem ser Uteis para a medicina, agricultura, ambiente

e industria (OSTERHAGE et al., 2002; KLEMKE et al., 2004).

2.4. Diversidade microbiana dos ambientes Antartico e marinho

Em um ambiente tdo extremo e restritivo como o Antartico, a diversidade de uma maneira
geral tende a ser menor quanto mais alta as latitudes e, em alguns sistemas, os ciclos
biogeoquimicos e as cadeias alimentares chegam a ser exclusivamente formadas por micro-
organismos, como nos solos minerais dos desertos frios e em por¢des mais profundas de gelo
glacial (VINCENT, 2000). Dessa forma, os micro-organismos tém 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). As comunidades microbianas
antarticas sdo temas de grande interesse por estarem sujeitas a longos periodos de isolamento com
baixos niveis de perturbagdo. Entretanto, pouco € conhecido sobre os niveis de endemicidade dentro
dos diversos grupos microbianos na Antartica ou mesmo da presenga ou adaptagdes dentro da
populagdo de espécies invasoras. Estudos de diversidade microbiana da Antartica sdo escassos
(PIKUTA et al., 2007). O conhecimento da diversidade fiingica e o potencial biotecnoldgico destes
micro-organismos sdo de extrema relevancia e estratégico para o conhecimento da dindmica dos
ecossistemas antarticos e para a obtencdo de compostos naturais de valor agregado (RAGUENES et
al., 1997).

Nos ultimos anos, estudos tém abordado a biodiversidade de bactérias e arquéias psicrofilas
associadas a algas e outros substratos, mas ainda sdo poucos os trabalhos relacionados a diversidade
fungica nos ecossistemas Antarticos, embora estes micro-organismos representem um potencial de
exploracao biotecnoldgica a ser ainda conhecido e explorado (FENICE et al., 1997; BRADNER,
2003; BARBIER, 2009; JURGENS, 2010).

Os fungos filamentosos pertencentes aos géneros Acremonium, Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium, Penicillium e Trichoderma foram encontrados em amostras de solo da Antartica (SINGH
et al., 2006). Outros fungos isolados a partir de amostras terrestres do continente antartico sao:
Arthrobotrys ferox, Phoma herbarum, Hormoconis resinae Dacrymyces spp., Exidia spp.
Chaetomium globosum, Stemphylium sp., Curvularia lunata, Memnoniella echinata, Paecilomyces
varioti (SHARMA et al., 2000). Quanto as leveduras, podemos destacar representantes das espécies
Leucosporidium antarcticum (TURKIEWICZ et al., 2005), Cryptococcus albidus, C. laurentii
(ZLATANOV et al. 2001), Debaryomyces hansenii, Dipodascus australiensis, C. albidosimilis,
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Malassezia restricta, Sporidiobolus salmonicolor (ANENZ, 2006), Rhodotorula rubra, Bullera
alba, Candida humicola, C. famata, C. ingeniosa, C. auriculariae (RAY et al., 1989) e C.
antarctica (MARIA et al., 2005), estando esta ultima espécie envolvida em inimeros processos de
patentes. Em estudos recentes realizados por Duarte et al. (2013) leveduras pertencentes aos
géneros Bullera, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Cystofilobasidium, Guehomyces,
Leucosporidium, Metschnikowia, Meyerozyma, Rhodotorula, Tremella ¢ Wickerhamomyces foram
recuperadas de amostras marinhas e terrestres da Antartica.

Nos ecossistemas marinhos a associagdo entre micro e macro-organismos ¢ uma
caracteristica proeminente. Corais e esponjas sdo conhecidos por manterem relagcdes simbidticas ou
de parasitismo com micro-organismos como cianobactérias, fungos e bactérias, o que os torna um
conglomerado em miniatura de varios organismos. Entretanto, para muitos dos organismos
marinhos a natureza destas associa¢des ndo foi, até o presente momento, rigorosamente investigada
e definida.

Os fungos associados a amostras marinhas podem ser obtidos de esponjas, algas, madeiras,
tunicados, sedimentos, moluscos, corais, plantas e peixes. Fungos pertencentes a géneros
cosmopolitas, como Aspergillus, Penicillium, Alternaria e Cladosporium sio rotineiramente
isoladas da superficie, tecidos internos e cavidades de algas, esponjas, ascidias e outros
invertebrados marinhos. Em alguns casos, como o da esponja Aplysina aerophoba, a biomassa do
organismo ¢ composta por até 40% de micro-organismos. Konig et al. (2006) relataram a ocorréncia
de representantes dos géneros Gymnascella, Trichoderma, Phoma, Acremonium, Fusarium,
Humicola, Cochliobolus e Curvularia associados a invertebrados marinhos como esponjas e
cnidarios, sendo estes considerados facultativos por ocorrerem também em ambientes terrestres.
Muitos destes fungos se desenvolvem melhor em agua do mar e parecem estar completamente
adaptados ao ambiente marinho. Entretanto, os estudos sobre micro-organismos marinhos ao longo
da costa Brasileira sdo minimos. Entre os fungos filamentosos caracterizados nestes estudos os
géneros com maior incidéncia sdo Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma, Paecilomyces,
Phoma, Cladosporium e Acremonium (BERLINCK et al., 2004, DA SILVA et al., 2008,
MENEZES et al., 2010, PASSARINI et al., 2013).

2.5. Exploragdo biotecnologica de fungos da Antdrtica: enzimas adaptadas ao frio

Ha diversas razdes para o continuo interesse em pesquisas com fungos de tolerancia a baixas

temperaturas, com destaque para a importancia desses organismos como agentes de deteriorizacao

17



de alimentos refrigerados e congelados, e devido ao seu potencial valor comercial como fonte de
enzimas ativas em temperaturas baixas (MARGESIN & SCHINNER, 1994).

As baixas temperaturas inibem fortemente as taxas de reacdes quimicas dos micro-
organismos, ¢ o principal desafio enfrentado por micro-organismos psicréfilos € manter uma taxa
adequada para as reagdes catalisadas por enzimas que estdo envolvidas em processos celulares
essenciais. Isto ¢ conseguido através da sintetizagdo de enzimas adaptadas ao frio e 1abil ao calor,
com uma atividade que pode ser 10 vezes maior a baixas temperaturas do que por seus homoélogos
mesofilos (GERDAY; FELLER, 1003).

As enzimas adaptadas ao frio possuem alta atividade especifica em baixas temperaturas,
propriedade extremamente util em diversos setores da industria biotecnoldgica (SIDDIQUI;
CAVICCHIOLI, 2006). Mais recentemente, o estudo destas enzimas tem sido estimulado visando
diminui¢do do consumo de energia elétrica no setor industrial (GERDAY et al., 2000).

Estudos comparativos de modelos de proteinas e estruturas cristalinas revelaram que as
enzimas adaptadas a baixas temperaturas tendem a exibir uma for¢a de atenuagdo ¢ do nimero de
elementos estruturais conhecidos para estabilizar as moléculas de proteina. As substituicdes de
aminoacidos levam a mudancgas nas caracteristicas estruturais que ocorrem em enzimas adaptadas
ao frio, incluindo diminui¢des nos residuos prolina, interacdes aromaticas e pares de ions, uma
redistribuicdo de residuos que facilitam a interagdo com o solvente, redu¢do de aminoacidos
hidrofobicos e prevaléncia de estruturas secundarias tipo a-hélice e redugdo das estruturas
secundarias tipo B-folha (MARGESIN et al., 2008).

As enzimas ativas a baixas temperaturas (adaptadas ao frio) podem alavancar a bioeconomia
em diversos setores e importancia socio-economica. Uma importante caracteristica destas enzimas ¢
a correlagdo da alta atividade catalitica e a estabilidade térmica a temperaturas baixas e moderadas,
que pode ser parcialmente explicado pelo aumento da flexibilidade da molécula, devido a menor
quantidade de pontes de hidrogénio e pontes dissulfeto nestas proteinas em comparacdo aos
homoélogos de micro-organismos mesoéfilos e termoéfilos (GEORLETTE et al., 2004; SIDDIQUI;
CAVICCHIOLL, 2006).

A compreensdo das relacdes entre a estabilidade térmica, flexibilidade e eficiéncia catalitica
das enzimas adaptadas ao frio ¢ de fundamental importancia para uma posterior aplicagao destas no
setor biotecnologico e posteriores experimentos de mutagénese direcionada, complementada por
evolucdo dirigida, buscando-se uma otimiza¢do da biocatalise por psicrofilos ou psicrotroficos

(GEORLETTE et al., 2004; D’AMICO et al., 2006).
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Tendo em vista a fase inicial de investigacdo da taxonomia, ecologia, bioquimica e fisiologia
dos micro-organismos associados ao ambiente Antartico, os mesmos podem ser considerados
grandes promissores para o setor biotecnoldgico (GERDAY et al., 2000; GOMES & STEINER,
2004).

Dentre as enzimas produzidas por micro-organismos adaptados ao frio as lignocelulases (ou
enzimas lignoceluloliticas) possuem aplicagdo potencial em biorremediacdo de processos e/ou
ambientes de baixas/médias temperaturas, bem como na conversao da biomassa lignoceluldsica a

temperaturas compativeis com a da fermentagdo (15-25°C) (MARGESIN et al., 2008).

2.5.1. Enzimas lignoceluloliticas

A lignocelulose ¢ o maior componente da biomassa e compoe cerca de metade da matéria
vegetal produzida por fotossintese e também representa a fonte mais abundante de recursos
organicos renovaveis. E composta por trés tipos de polimeros, a celulose, hemicelulose e lignina.
H4 muitos micro-organismos na natureza, como bactérias e fungos que vivem em lignoceluloses
naturais (TENGERDY; SZAKACS, 2003).

O componente mais abundante nos materiais lignoceluldsicos € a celulose, que corresponde
cerca de 50% da massa seca total. A celulose ¢ um polimero linear, que possui por¢des amorfas e
cristalinas, formado por moléculas de anidro-glicose unidas por ligagdes P (1,4) — glicosidicas. As
hemiceluloses sdo polissacarideos ramificados, composta por varios aglcares como a glicose,
manose, galactose e xilose (AGUIAR; FERRAZ, 2011). A lignina se difere quanto a sua estrutura,
sendo um biopolimero aromatico amorfo, tridimensional (Figura 1), formado via polimeriza¢ao
oxidativa que ocorre na parede celular de plantas superiores em diferentes composi¢des: madeiras
duras de 25 a 35%, madeiras macias de 18 a 25% e gramineas de 10 a 30% (BONONI, 1999;
LARS, 2000).

Figura 1. Modelo representativo da estrutura da lignina (polimero dos alcoodis cumarilico,

coniferilico e sinapilico)
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As propriedades quimicas dos componentes da lignocelulose faz com que esse substrato
tenha uma grande importancia biotecnologica. Através das praticas agricolas, papeleira, de madeira
entre outras, as industrias produzem grandes quantidades de residuos lignocelulosicos, o que pode
representar um problema de poluicdo ambiental. No entanto, os residuos agroindustriais gerados,
considerados como “lixo”, podem ser potencialmente convertidos em produtos, tais como os
biocombustiveis, quimicos e fontes de energia baratas para a fermentacio (HOWARD et al., 2003).

As enzimas lignoceluloliticas tém um grande potencial de aplicacdo em diversos setores
industriais (HOWARD et al., 2003). O uso de xilanases e lacases na industria de branqueamento de
polpas celulosicas e a aplicagdo de celulases na hidrélise enzimatica do processo de produgao de
etanol de segunda geracdo sdo alguns dos exemplos da aplica¢do das lignocelulases (AGUIAR &
FERRAZ, 2011).

As celulases sdo enzimas capazes de atuar sobre materiais celulosicos, promovendo sua
hidrolise. Assim, realizam a quebra das ligagdes quimicas existentes entre as unidades de glicose
que formam a molécula da celulose (Figura 2). A classificacdo das celulases as divide em trés
grandes grupos de acordo com o seu local de atuacdo no substrato celuldsico, sendo eles: as
endoglucanases (EnG), que clivam ligagdes internas da fibra celulésica; exoglucanases (ExG), que
atuam na regido externa da celulose e B-glicosidases (BG), hidrolisam oligossacarideos soltiveis em

glicose (CASTRO, 2010).

Figura 2. Modelo representativo da estrutura da celulose.
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A xilana ¢ a mais comum hemicelulose (Figura 3) e é composta principalmente por D-
xilose, embora possa ter outros agucares substituintes na cadeia principal. Devido a sua estrutura
complexa, a degradacdo completa da xilana exige a¢cdo cooperativa de varias enzimas, conhecido
como sistema xilanolitico. A principal enzima responsavel pela despolimerizagdo da xilana ¢ a
Endo- B-1,4- xilanase (EC 3.2.1.8), fazendo a quebra da principal cadeia dessa molécula e liberando
oligossacarideos, enquanto a [-xilosidase (EC 3.2.1.37) ataca a xilobiose e outros

xilooligossacarideos, liberando pequenos xiloossacarideos e D-xilose. O sistema enzimatico
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xilanolitico ¢ muito difundido entre os fungos, actinomicetos, bactérias e a produgdo dessas enzimas

tém sido muito reportadas por Penicillium (TERRASAN et al., 2013).

Figura 3. Modelo representativo da estrutura da Hemicelulose
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Além de fundamental para o equilibrio das cadeias tréficas, a degradagdo da lignina
apresenta grande importancia econdmica, tornando disponiveis substancias de interesse na industria,
pecudria e na agricultura. A degradacdo extracelular da lignina consiste em um processo
multienzimatico resultante da acdo coordenada de uma série de enzimas do grupo das Oxido-
redutases. Existem dois principais tipos de enzimas envolvidas na degradacao deste polimero pelos
fungos ligninoliticos: 1) as peroxidases, que envolvem a lignina peroxidase (LiP, EC 1.11.1.14) e a
manganés peroxidase (MnP, EC 1.11.1.13), glicoproteinas que dependem da presenca de H,O, para
suas atividades cataliticas (MESTER & TIEN, 2000) e 2) as lacases (Lac, EC 1.10.3.2), que sdo
enzimas oxidases multi-cobre, ou seja, glicoproteinas que contém cobre em seu sitio ativo € que ndo
requerem H,0, para sua atividade, catalisando a reducao de O, para H,O (HOEGGER et al., 2006).

A LiP ocorre em muitos fungos de degradagao branca e foi a primeira enzima ligninolitica a
ser descoberta por Tien & Kirk (1984) seguida da MnP em Phanerochaete chrysosporium
(KUWAHARA et al., 1984), a qual necessita do jon Mn*" para sua atividade. Em muitos fungos a
MnP exerce um papel essencial na degradagdo da lignina, uma vez que geram o oxidante Mn®"
(HAMMEL, 1996). Entre as enzimas ligninoliticas a laccase apresenta grande potencial de
utilizacdo industrial, principalmente nos setores quimico, téxtil e de alimentos (COUTO;
HERRERA, 2006; MINUSSI et al, 2002).

Dentre os micro-organismos capazes de degradar a lignocelulose e utilizar os produtos dessa
degradacdo como fonte de carbono e energia, um pequeno grupo de fungos filamentosos
pertencente ao filo Basidiomycota desenvolveu a habilidade de degradar esse composto, os
chamados fungos de decomposi¢dao branca. Os fungos de decomposi¢ao macia € marrom também

sdo capazes de degradar a lignocelulose. Entretanto, pouco ainda se sabe sobre o mecanismo de
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degradacao dos fungos de degradagdao macia em relagao aos fungos de degradacao branca e marrom
(SANCHEZ, 2009).

Os fungos filamentosos produtores de enzimas ligninoliticas sdo fontes potenciais de
recursos genéticos em processos industriais, tendo aplicacdo em diversos setores, como por
exemplo, o quimico, de combustivel, de alimentos, de papel, o agronegodcio, o téxtil, de cosmético,
entre outros, ¢ podem ser ainda utilizados em biorremediacdo de diversos poluentes ambientais
(SETTE; BONUGLI-SANTOS, 2013).

A biorremediacao se baseia na capacidade dos micro-organismos de degradar compostos organicos

poluentes (MANCERA-LOPEZ et al, 2008). Os processos ideais de biodegradagdo levam a
mineralizagdo completa dos compostos organicos, ou seja, a CO, e H,O. Entretanto, degradacdes
parciais ou simplesmente a biotransformacdo de um composto aromatico em alguns respectivos
derivados podem ocorrer, permitindo sua transformagdo em produtos menos toxicos, de maior
solubilidade em agua, ¢ que podem ser degradados posteriormente pela acdo de outros micro-
organismos (CERNIGLIA 1997, CERNIGLIA; SUTHERLAND, 2001). O uso de micro-
organismos em processos de biorremediagdo ¢ uma alternativa biotecnoldgica muito atraente pela
possibilidade de obtencdo da mineralizagdo do poluente ou mineralizagdo com baixos custos € sem
introdugdo de compostos quimicos.

Estudos relacionados a producdo de enzimas ligninoliticas tém sido conduzidos ao longo dos
anos com fungos terrestres de degradagcdo branca, marrom e macia (FASANELLA, 2008). O
principal problema relacionado com a producdo destas enzimas em escala industrial ¢ o baixo
rendimento das mesmas para a maioria dos fungos de decomposi¢do branca. Mesmo utilizando
organismos recombinantes, que conseguem expressar eficientemente uma superproducdo de
enzimas industriais, a alta expressdo de lacase e peroxidases em sistemas heterdlogos nao foi
alcangado ainda, e essas enzimas ainda t€ém que ser obtidas de sistemas naturais (ELISASHVILI;
KACHLISHVILI, 2009).

Poucos s3o os estudos relacionados a producdo de enzimas ligninoliticas por fungos
marinhos. Até onde vai o nosso conhecimento, ndo existem estudos sobre fungos ligninoliticos da
Antartica. Devido ao fato destes micro-organismos estarem adaptados a baixa temperatura e
salinidade do ambiente marinho Antartico podem apresentar vantagens bioldgicas em processos
realizados a baixas temperaturas e salinos, como, por exemplo, a biorremediacao de oceanos (dguas
frias) e o tratamento de efluentes de industrias téxteis. D’Souza et al. (2006) reportaram a producao
de uma quantidade elevada de lacase por um fungo basidiomiceto marinho ndo identificado. No

estudo de Raghukumar et al. (1994) foram alcangados resultados positivos para a produgdo de
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enzimas ligninoliticas (LiP, MnP e lacase) pelo fungo de degradacao branca Flavadon flavus
isolado dos detritos da alga Thalassia hemprichii. Em estudos anteriores realizados pelo grupo de
pesquisa da Profa. Lara Sette enzimas ligninoliticas foram produzidas por fungos derivados de
cnidarios marinhos pertencentes ao filo Ascomycota (Aspergillus sclerotiorum CBMAI 849 e
Cladosporium cladosporioides CBMAI 857) e Zygomycota (Mucor racemosus CBMAI 847) em
12,5% e 23% de salinidade (BONUGLI-SANTOS et al., 2010a). Em adicdo, estudos de producao
de lacase e deteccdo genes por trés basidiomicetos de origem marinha (isolados a partir das
esponjas coletadas na costa brasileira Amphimedon viridis e Dragmacidon reticulatum) foram
reportados por Bonugli-Santos et al., (2010b). Neste estudo, os trés fungos foram capazes de
produzir lacase, sendo as maiores atividades desta enzima obtidas pelos fungos Marasmiellus sp.
CBMALI 1062 e Peniophora sp. CBMAI 1063 apo6s 21 dias de cultivo em condi¢des salinas. A
lacase produzida pelo fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 apresentou propriedades interessantes
para o setor téxtil. O processo de producdo foi otimizado utilizando a metodologia de desenho
experimental e a patente foi registrada junto ao INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial
(Numero do registro: BR10201400850, data de depdsito: 09/04/2014, titulo: "Processo de obtencao

da enzima lacase por fungo marinho, enzima lacase ¢ uso da mesma").

2.5.2 Planejamento experimental — fatores que influenciam a produgdo de enzimas

lingnoceluloliticas

Uma das formas mais eficazes de aumentar a producao destas enzimas pode ser o estimulo
através da suplementag¢d@o do meio nutriente com uma variedade de substratos indutores. Compostos
aromaticos ou fenolicos e também, principalmente os compostos que sao relacionados a lignina ou
derivados de lignina como, alcool veratrilico, guaiacol, 2,5-xilidina, 2,2 '-azinobis (&cido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) e glicerol tem sido utilizados como indutores
(ELISASHVILI; KACHLISHVILI, 2009). Em adi¢do, ¢ conhecido que o sistema ligninolitico
pode ser afetado por diferentes fatores abidticos e bidticos como: temperatura, pH, aeracdo,
nutrientes, profundidade, propriedades fisico-quimicas, entre outros (BAUER; CAPONE 1985,
LEAHY; COLWELL 1990, D’SOUZA et al. 2006).

A avaliagdo da influéncia de parametros pré-determinados (varidveis) que interferem
significativamente sobre a resposta (produ¢do de enzimas), tem sido eficientemente utilizada para a
aumentar a produgdo enzimatica. Isso pode ser feito variando-se um fator por vez ou através de

métodos estatisticos. O primeiro método ¢ o procedimento experimental mais difundido e usual,
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“one-at-a-time”, que envolve o estudo de uma variavel por vez, no qual ¢ avaliada uma das
variaveis estudadas em diferentes condi¢des e as demais sdo fixadas. Este método negligencia
possiveis interagdes entre os fatores por ndo explorar completamente o espago experimental. Tais
limitacdes podem ser eliminadas empregando-se planejamentos experimentais estatisticos que usam
um numero menor de medidas e explora todo o espago experimental. A mais bem sucedida técnica
usada para andlise e otimiza¢do das varidveis de um processo ¢ conhecida por Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR), que possibilita a avaliagdo dos efeitos de cada variavel
individualmente e de suas interagdes sobre uma dada resposta (RODRIGUES; IEMMA 2009). O
delineamento experimental como um todo permite a selecao prévia de variaveis significativas a um
processo quando sdo varios os fatores estudados sobre a resposta. Ao final a metodologia da
superficie de resposta pode ser empregada para obtengdo de um modelo tedrico e deducdo das

condi¢des otimizadas (SU et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

O presente projeto teve como objetivo principal avaliar o potencial biotecnoldgico de fungos
filamentosos recuperados de amostras marinhas e terrestres da Antartica frente a producao de
enzimas lignoceluloliticas a baixas e médias temperaturas, bem como conhecer a diversidade destes

micro-organismos.

Objetivos especificos:

% Selecionar fungos ligninoliticos dentre as 160 linhagens depositadas na Cole¢do de Recursos
Microbianos da Unesp/RC, utilizando cultivo em meio so6lido (primeira triagem) e submerso
(segunda triagem) a baixas e médias temperaturas.

+ Avaliacao de diferentes parametros de fermentacdo na produgdo das ligninases pelos fungos
selecionados visando otimizacao da produgdo enzimatica.

% Avaliar o perfil de produgdo das enzimas ligninases, xilanases e celulases dos fungos
selecionados em cultivo em estado semi-s6lido (materiais lignoceluldsicos).

+ Avaliacdo da diversidade dos fungos marinhos ¢ terrestres da Antartica por meio de analises

moleculares (sequenciamento).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Fungos filamentosos

Foram utilizados no presente trabalho cerca de 160 fungos filamentosos isolados em meio de
cultura 4gar batata dextrose (PDA) a 15°C e mantidos pelos métodos de ultracongelamento a -80°C
e Castellani (preservacdo em agua esterilizada a 4°C) na colecdo de pesquisa associada a Colecao
Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e Industria (CBMAI) e a Central de Recursos
Microbianos da UNESP (CRM-UNESP). A colecao de pesquisa da Antartica foi estruturada a partir
dos isolados recuperados (sob a orientacdo da Profa. Dra. Lara Durdes Sette) de diferentes
substratos oriundos do continente Antartico coletados pelo Msc Fernando S. Nobre
(CPQBA/UNICAMP), Prof. Dr. Eduardo Hadju (UFRJ) e pela equipe da Profa. Dra. Vivian H.
Pellizari (IO/USP) (Tabela 1 e Figura4).

Tabela 1. Amostras coletadas na Antartica (expedi¢ao de margo de 2010)

Amostra Local da Coleta Coletor
Marinhas
Isoépode Punta Plaza Fermando S. Nobre
Nacella concina Estag¢do Antartica Comandante Ferraz Eduardo Hadju
Anfipode Punta Plaza Fermando S. Nobre
Esponja Estacdo Antartica Comandante Ferraz Eduardo Hadju
Ascidia Estag¢do Antartica Comandante Ferraz  Eduardo Hadju
Salpa Punta Plaza Fermando S. Nobre
Caramujo Estagdo Antartica Comandante Ferraz  Eduardo Hadju
Estrela do Mar Estagdo Antartica Comandante Ferraz Eduardo Hadju
Sedimento marinho Punta Ulmann Priscila/Vivian H. Pellizan

Sedimento marinho
Sedimento marinho
Sedimento marinho

Refiigio 2
Botany Point
Estacdo Antartica Comandante Ferraz

Priscila/Vivian H. Pellizan
Priscila/Vivian H. Pellizan
Priscila’Vivian H. Pellizan

Algas Punta Plaza Fermando S. Nobre
Terrestres

Liquens Punta Plaza Fermando S. Nobre
Madeira Punta Plaza Fermando S. Nobre
Ossos de baleia Punta Plaza Fermando S. Nobre
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Figura 4. Mapa da Baia do Almirantado, Ilha rei Jorge, Peninsula Antartica. O simbolo (A ) indica

o local de coleta das amostras.
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4.2 Selegdo de isolados produtores de enzimas ligninoliticas (meio solido)

Os isolados foram submetidos a uma primeira triagem em meio solido utilizando a
metodologia descrita por Verma et al. (2010). Para tanto, os fungos foram cultivados em meio de
cultura B&K (10 g/L glicose, 2 g/L peptona,l g/L extrato de levedura e 20 g/L de Agar) acrescido
de 4 mM de guaiacol. Neste método, a presenga de coloracdo marrom sobre e ao redor do micélio
em meio suplementado com guaiacol, ¢ indicativo da presen¢a de enzimas ligninoliticas, incluindo

a lacase (Lac).

4.3 Avaliag¢do da produgdo das enzimas ligninoliticas (meio liquido)

Os fungos ligninoliticos selecionados pela produgdo de composto de coloragdo marrom
quando cultivados na presenga de guaiacol (item 4.2) foram cultivados em meio PDA, e apos o
crescimento cilindros de 5 mm de didmetro da margem das colonias dos isolados foram transferidos
para Erlenmeyer de 150 mL contendo 50 mL de meio MA2 (2% de extrato de malte acrescido de 50

ml de agua destilada). Os ensaios foram incubados a 15°C e 25°C por 7 dias a 150 rpm em
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duplicata. Os extratos foram obtidos por centrifugacao dos meios liquidos de cultivo a 10.000 rpm
por 30 minutos a 4°C. A partir dos extratos, a atividade enzimatica foi determinada em triplicata e

utilizando diferentes substratos enzimaticos de acordo com a metodologia descrita abaixo:

4.3.1 Lacase (Lac)

A atividade enzimadtica da lacase foi determinada utilizando como substrato enzimatico o
2,2-azino-bis-etilbenthiazolina (ABTS). A mistura da reacdo foi composta de 0,3 mL de tampao
acetato de sodio 0,1 M (pH 5,0), 0,6 mL da solugdo enzimatica ¢ 0,1 mL de solugdo de ABTS a
0,03% (p/v). Realizada a primeira leitura, os ensaios foram incubados a 37°C por 10 minutos. Apos
esse periodo, foi realizada a segunda leitura. A oxida¢do do ABTS foi medida pelo monitoramento
do aumento da absorbancia a 420 nm. Nas condi¢des do ensaio, o valor do coeficiente de extingdo

molar (¢) do produto formado é de 36000 M'cm™ (BUSWELL et al., 1995).

4.3.2 Manganés Peroxidase (MnP)

A atividade da manganés peroxidase foi quantificada através da oxida¢ao do malonato de
sodio a 270 nm. A reagdo foi composta de 0,8 ml de malonato de s6dio 0,05M, 0,05 ml de sulfato
de manganés 0,01 M, 0,1 ml de solu¢do enzimatica e 0,05 ml de peroxido de hidrogénio 2 mM. A
reagdo foi iniciada com a adi¢do do peroxido de hidrogénio, agindo como co-fator enzimatico. A
mistura foi incubada a temperatura ambiente por 5 minutos e apds esse periodo foi realizada a
segunda leitura das amostras. Nas condi¢des do ensaio, o valor do coeficiente de extingdo molar (g)

do produto formado ¢ de 11590 M'em™.

4.3.3 Lignina Peroxidase (LiP)

A atividade da lignina peroxidase foi avaliada por espectrofotometria UV/VIS a partir do aldeido
veratrilico produzido (¢ 310= 9300M-1 cm-1) na oxidagdo do &lcool veratrilico, usado como
substrato. A mistura foi composta de 0,2 mL de acool veratrilico em tampao tartarato de sodio, 0,2
mL de peroxido de hidrogénio 2 mM e 0,6 mL do extrato enzimatico. A reacdo foi iniciada
adicionando o peroxido de hidrogénio. Apds a primeira leitura, a mistura foi incubada a temperatura
ambiente por 10 minutos e o aparecimento do aldeido veratrilico foi determinado lendo-se a

absorbancia a 310 nm (ARORA; GILL, 2001).

28



Uma unidade enzimatica (U) ¢ definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar
1 pmol de substrato por minuto. A atividade enzimatica foi expressa em U L™ do caldo enzimatico

e os calculos realizados a partir da equacao descrita abaixo, derivada da Lei de Beer-Lambert:

UL'=AAXxVx10°/exRxt

Onde:
AA  diferenga entre a absorbancia final e a inicial
\% volume da reagado (0,001 L em todos os casos)

10°  converte os mols de € para pmols

€ coeficiente de extingdo (M cm™)
R quantidade de caldo enzimatico (L)
T tempo de reagdo (min)

4.4 Avalia¢do da atividade de ligninases, xilanases e celulases por cultivo em estado semi-solido

pelos fungos da Antartica Cadophora luteo-olivaceae Pl e Cadophora malorum M7

Os dois fungos selecionados foram submetidos a experimentos de producdo de enzimas
lignoceluloliticas por cultivo em estado semi-solido. Para tanto, 3 cilindros de 4gar + micélio dos
fungos previamente cultivados em meio malte 2% foram utilizados para inocular 50 mL de caldo
malte 2% os quais foram cultivados por 7 dias a 15°C e agita¢do de 150 rpm. Apds este periodo, 5
mL do indculo liquido foi adicionado aos materiais lignoceluldsicos (bagaco de cana, sabugo de
milho e palha de arroz) os quais foram previamente esterilizados (2,5g/50ml) com 25 mL de agua
destilada e acrescentado de 20 mL do meio minimo de Savitha (composicdo em g.L™': 7,0 KH2PO4,
2,0 Na2HPO4, 1,5 MgS04.7H20, 1,0 extrato de levedura, 0,1 CaCl2.2H20, 0,008 FeCl2.4H20,
0,0001 ZnSO4.7H20, 1,5 diammonium tartarate). Os cultivos foram realizados a 7 dias a 15°C sem
agitacao.

As atividades das enzimas ligninogliticas foram determinadas de acordo com a metodologia
descrita no item 4.3. A determinacdo das atividades xilanol pitica e celulolpitica, foi realizada por
meio da estimativa da liberagao de agucares redutores utilizando o método do acido dinitrosalicilico
(ADNS) (Miller, 1959). Para tanto, foi utilizada uma solucdo de xilana 1.0 % em tampdo acetato de
sodio pH 4.8 como substrato da atividade xilanolitica e uma solucdo de CMC 1.0 % em tampdo
citrato de sdédio 50 mM pH 4.8 como substrato da atividade celulolitica. As leituras de absorbancia

foram realizadas a 540 nm para xilanases e 575 nm para celulases em espectrofotometro Beckman
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(DU 640). Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima necessaria para

liberar 1 umol de xilose/glicose por minuto, de acordo com as respectivas curvas padrao.

4.5 Identificagdo taxonomica: diversidade de fungos filamentosos da Antartica

A identificacdao dos fungos filamentosos da Antartica foi feita sob a orientacdo do Prof. Dr.
André Rodrigues (UNESP/RC) por meio de andlise das seqiiencias de DNA do operon ribossomal
(ITS1-5.8S-1TS2). Para tanto, foi utilizado como modelo o DNA gendmico extraido. A extra¢do do
DNA genomico seguiu o método CTAB (cetiltrimetil brometo de amo6nio) proposto por Moeller et
al. (1992) e Gerardo et al. (2004), modificado por Rodrigues et al. (2009). Foi realizada a
amplificacdo das regides ITS1-5.8S-1TS2 feita pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) a
partir do DNA gendmico extraido das amostras, com a utilizacdo de primers (ITS4 e ITSS)
(WHITE et al., 1990) homologos a regides conservadas do operon ribossomal para o grupo dos
fungos. As reagdes de amplificagdo com 25 pL de volume final consistiram em: 0,2 mM de cada
dNTP, 10x de tampao KCI, 10 mg mL-1 de BSA, 1,5 mM de MgCl2, 0,5 uM de cada primer e 1U
da enzima Taq polimerase (reagentes - Promega). As condi¢des da reacdo de amplificagdo foram:
desnaturagdo inicial de 94 °C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos a 94 °C durante 1 minuto, 55
°C durante 1 minuto e 72 °C durante 2 minutos. Os produtos da rea¢do foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% e visualizados sob UV, em transiluminador, apds coloragdo com
GelRed™ (Biotium). Apos a confirmagdo dos amplicons, estes foram purificados com o kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).

Os produtos de amplificagdo foram purificados em mini-colunas pelo kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega) e quantificados em NanoDrop® (Thermo Scientific) e,
posteriormente, 20 ng pL™' de DNA foram preparados para o sequenciamento utilizando BigDye
Terminator® v. 3.1 Kit (Life Technologies), segundo o protocolo do fabricante. Os produtos foram
sequenciados em ABI 3330xl (Life Technologies). Ambas as sequéncias, forward e reverse, foram
geradas e compiladas em contigs utilizando o software BioEdit v. 7.0.5.3 (HALL, 1999).

O resultado dos sequenciamentos foi comparado com sequéncias conhecidas depositadas em
bancos de dados, como o Genbank (http:/www.ncbi.nem.nih.gov) e o CBS
(http://www.cbs.knaw.nl/index.htm). As informagdes existentes nas seqiiéncias do gene ribossomal
28S e/ou regido ITS permitiram, por meio da construgdo de arvores genealdgicas, representar as
linhas de descendéncia das linhagens avaliadas (SCHABEREITER-GURTNER et al., 2001;
PEINTNER et al, 2003).
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A identificagdo dos fungos selecionados e submetidos ao delineamento experimental foi
realizada de forma polifasica. Além das analises moleculares acima descritas, analises morfoldgicas

foram conduzidas a fim de confirmagdo das espécies.

4.6 Avaliacdo da influéncia de diferentes fatores na produgdo enzimdtica e otimiza¢do das

atividades enzimaticas (delineamento experimental)

O planejamento de experimento e otimizacdo de processos através do delineamento
experimental foram realizados para o isolado marinho (C. luteo-olivaceae P1) e terrestre (C.
malorum MT) que apresentaram os melhores resultados nos experimentos de produgdo enzimatica,
visando otimizacdo da producdo das enzimas ligninoliticas e avaliacdo da influéncia de diferentes
fatores na atividade enzimatica. Para tanto, os isolados selecionados foram cultivados de acordo
com o item 3.3.

Inicialmente foi realizado um planejamento Plackett-Burman para avaliacdo das variaveis
independentes salinidade (4gua do mar artificial em diferentes concentragdes), temperatura, pH e
diferentes fontes de carbono e nitrogénio (concentracdes iniciais de malte, glicose, peptona, extrato
de levedura) (Tabela 4), conforme matriz do planejamento que foi montada utilizando o software
STATISTICA 7.0 (STAT SOFT, INC. 1995) (Tabela 6). Todas as diferentes varidveis foram
preparadas em dois niveis, designados como -1 para o inferior e +1 para o superior e foram
acrescentados a matriz trés ensaios no ponto central para a determinagdo do erro padrdo durante a
analise dos resultados. Apos a avaliagdo da influéncia significativa das condi¢des de cultivo iniciais,
foi feito um novo planejamento Plackett-Burman utilizando as varidveis e as suas respectivas
concentragoes citadas na Tabela 7 e de acordo com a matriz gerada pelo software STATISTICA 7.0
(Tabela 9). Com base nos resultados obtidos no Plackett-Burman, um planejamento fatorial
fracionado 2> foi aplicado utilizando-se as variaveis independentes apresentadas na Tabela 10 e de
acordo com a matriz da Tabela 12. Esses resultados serviram de base para a estruturagdo de um
planejamento fatorial completo (DCCR) 2% com 4 pontos axiais utilizando as variaveis apresentadas

na Tabela 13 e a matriz apresentada na Tabela 15.
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5. RESULTADOS

5.1 Selegdo de isolados produtores de enzimas ligninoliticas (cultivo em meio solido)

Foram selecionados 29 fungos filamentosos ligninoliticos, os quais apresentaram produgao
de coloragdo marrom no reverso da placa junto ao micélio, devido a formagdo da guaiacoquinona
(Figura 1), indicando a presenca da enzima lacase. Alguns fungos apresentaram uma coloracdo
marrom muito intensa ao redor do micélio, enquanto outros apresentaram uma coloragdo marrom

um pouco mais clara, o que pode estar associado com o potencial enzimatico de cada isolado

(Figura 1).

Figura 5. Formacao de guaiacoquinona (cor marrom) apos cultivo a 15°C por 3 semanas.

Fonte: fotos tiradas pelo proprio autor

Dentre os 29 fungos produtores de guaiacoquinona considerados positivos para ligninases
(Tabela 2), 17 foram isolados a partir de amostras terrestres e 12 a partir de amostras marinhas. A
maioria dos fungos ligninoliticos foi isolada de amostra de madeira (n=13, 45%) (Figura 2). Em
adi¢do, 10% dos fungos selecionados foram isolados a partir de amostras de estrela do mar
(ambiente marinho) (Figura 2).
A grande maioria dos fungos ligninoliticos foram molecularmente identificados (no item 5.6
referente ao estudo de biodiversidade dos fungos filamentosos da Antartica) como pertencente ao
género Cadophora (n=12), sendo a espécie Cadophora malorum mais representativa (n=10) do que

a C. luteo-olivacea (n=2). Representantes dos géneros Penicillium (n=2), Cosmosporas (n=2),
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Geomyces (n=1), Cladosporium (n=1) e Oidiodendron (n=2) também foram selecionados como

fungos ligninoliticos (Tabela 2).

Tabela 2. Fungos produtores de enzimas ligninoliticas (origem e identificagao taxonomica)

Figura 6. Percentual de fungos produtores de enzimas ligninoliticas em relagdo ao seu local de

origem

Linhagem Amostra de origem Identificacido taxonémica
Positiva

M4D MADEIRA Cadophora malorum
M8 MADEIRA Cadophora malorum
MID MADEIRA Cadophora malorum
M7 MADEIRA Cadophora malorum
M1A MADEIRA Cadophora malorum
M5 MADEIRA Penicillium sp.

M1 MADEIRA Cadophora malorum
OB-1B OSSO DE BALEIA Cosmospora sp.

E5SB ESTRELA DO MAR Cladosporium cladosporioides
P1 SEDIMENTO Cadophora luteo-olivacea
OB-4B OSSO DE BALEIA Cosmospora sp.

IS4 ISOPODE Cladosporium sp.

S1 SALPA Cadophora malorum
E4 ESTRELA DO MAR Cadophora malorum
AS-2? ASCIDIA Cadophora malorum
M6A MADEIRA Cadophora malorum
M3 MADEIRA Cadophora malorum
M13 MADEIRA Cadophora malorum
OouU1 OURICO DO MAR Cadophora malorum
M22 MADEIRA Geomyces sp.

E5C ESTRELA DO MAR ND

A2B ANFIPODE Cadophora malorum
M2 MADEIRA ND

PL3B SEDIMENTO Cadophora luteo-olivacea
L1-5 LIQUEN Oidiodendron sp.
M12 MADEIRA ND

L1-5B LIQUEN ND

Al2-2 ALGA Cladosporium cladosporioides
N2 NACELLA Penicillium sp.

Amostras destacadas em vermelho = terrestres, em azul = marinhas.

ND = Nio Determinado

7%

B MADEIRA

® 0SS0 DE BALEIA

m ESTRELA DO MAR

B SEDIMENTOS

m ISOPODE

m SALPA

B ASCIDIA

= QURICO DO MAR
ANFIPODE
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5.2 Avaliagdo da produgdo das enzimas ligninoliticas em cultivo submerso a baixas (15°C) e

médias (25°C) temperaturas.

Os 29 fungos filamentosos selecionados nos experimentos de produgdo de enzimas
ligninoliticas em meio solido, foram submetidos a uma segunda triagem, por meio da determinagao
das enzimas ligninoliticas em meio liquido (meio caldo malte 2%, MB2) apds 7 dias de cultivo a
15°C e 25°C.

Dentre os fungos marinhos selecionados (destacados em azul na Tabela 2), os isolados P1
(originario de sedimento) e A2B (originario de anfipode) se destacaram quanto a producao de lacase
a 15°C (Figura 4A), sendo a maior atividade de lacase 1,50 U.L" obtida com o isolado P1, seguida
do isolado A2B (1,20 U.L™). Os isolados PL3B (originaria de sedimento) e S1 (originaria de Salpa)
também apresentaram atividade para esta enzima, porém em menores quantidades (0,30 U.L" ¢ 0,20
U.L", respectivamente). Para os fungos recuperados de amostras terrestres (destacados em
vermelho na Tabela 2), a atividade da enzima lacase a 15°C pode ser observada em praticamente
todas as linhagens, porém foi produzida uma quantidade muito baixa, menor do que as apresentadas
pelas amostras marinhas. As linhagens que apresentaram os melhores resultados sdo provenientes
de osso de baleia e madeira, sendo o melhor resultado obtido para o isolado OB4B (0,18 U.L™),
seguido dos isolados M3 (0,15 U.L™"), M2 e M7 (0,14 U.L") (Figura 7A).

Na temperatura a 25°C, trés linhagens apresentaram destaque quanto a atividade de lacase
(Figura 7B). A linhagem AS-2A (originario de ascidia) com atividade de 1,16 U.L™'; IS4 (originario
de Isopode) de 0,70 U.L" ¢ OU1 (originario de Ouri¢o do mar) de 0,65 U.L"". As 3 linhagens que
apresentaram os melhores resultados de atividade enzimatica a 25°C, ndo conseguiram produzir a
enzima nos experimentos a 15°C. Por outro lado, de forma geral houve uma queda na atividade de
lacase com o aumento da temperatura para 25°C, incluindo o fungo P1 que apresentou a maior
atividade de lacase a 15°C (1,50 U.L™), sendo sua produgdo a 25°C de 0,11 U.L"' para esta enzima.
As linhagens P1 e S1 foram capazes de produzir lacase em ambas as temperaturas estudadas.

Figura 7. Atividade de Lacase a 15°C (A) e 25°C (B) dos fungos filamentosos marinhos e
terrestres apos 7 dias de cultivo
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Os resultados da producao de lignina peroxidase (LiP) a 15°C e a 25°C estao apresentados
na Figura 8A e B, respectivamente. A 15°C a atividade de LiP foi verificada em alguns isolados,
porém em uma quantidade relativamente baixa, principalmente nas amostras marinhas. A linhagem
E4 (originaria de estrela do mar) apresentou atividade de LiP de 0,20 U.L™" (Figura 8A). Os isolados
originarios de ambientes terrestres foram os que apresentaram as maiores atividades de LiP, sendo
que quase todos conseguiram produzir esta enzima. A amostra OB4B (originario de osso de baleia)
apresentou a maior atividade (2,25 U.L™). As linhagens M22 ¢ M13 (ambos originarios de madeira)
apresentaram valores muito proximos na atividade enzimatica, 0,47 UL' e 048 UL,
respectivamente, seguidos da linhagem M2, também isolado a partir de madeira, com atividade de
0,44 U.L"' (Figura 8A).

Apenas trés fungos marinhos, originarios de estrela do mar (ESC), Nacella (N2) e sedimento
(PL3B) foram capazes de apresentar atividade de LiP a 25°C acima de 0,20 U.L" (Figura 5B). Para
os fungos terrestres, a atividade da LiP a 25°C foi presente em quase todos os isolados. Entre eles,
os melhores produtores foram as linhagens originéarias de madeira. O maior pico de atividade a esta
temperatura foi alcangada pelo fungo M7 (2,25 UL, seguido dos isolados M6A (0,70 UL"), M8
(0,60 U.L™") e M5 (0,33 U.L™"), como demonstrado na Figura 8B.

O fungo M7, que apresentou a maior producdo de LiP a 25°C apresentou atividade para esta
enzima abaixo de 0,15 U.L" a 1 C. Por outro lado, o fungo OB4B que apresentou a maior
atividade de LiP a 15°C, ndo foi capaz de produzir LiP quando cultivado a 25°C. As linhagens L1-5
e L1-5B (ambas origindrias de liquens), apresentaram resultados de atividade de LiP semelhantes

em ambas as temperaturas testadas (Figura 8B).

Figura 8. Atividade de LiP a 15°C (A) e 25°C (B) dos fungos filamentosos marinhos e terrestres
apo6s 7 dias de cultivo.
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Um maior niimero de fungos apresentou atividade das enzimas lacase e LiP a 15°C (n = 35)
quando comparado ao nimero capaz de produzir estas enzimas a 25°C (n = 26) (Figura 8). Para os

fungos de origem marinha as atividades de lacase e LiP a 25°C foram detectadas em um maior
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numero de isolados quando comparado a deteccdo a 15°C. Por outro lado, para os fungos
recuperados de amostras terrestres um nimero maior de isolados apresentou atividade enzimatica a

15°C (Figura 9).

Figura 9. Nimero de fungos marinhos e terrestres produtores de enzimas ligninoliticas a 15°C e
25°C
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Para a enzima manganés peroxidase (MnP) as atividades enzimaticas observadas foram bem
mais altas em ambas as temperaturas testadas dos que os valores alcangados para as enzimas lacase
e a LiP (dados ndo mostrados). Entretanto, os resultados de producao de MnP apresentaram valores
muito diferentes para as trés repeticdes (réplicas) dos ensaios enzimaticos e, portanto, 0s mesmos
foram considerados como ndo confidveis e ndo foram levados em consideragdo nesta etapa de
selecdo dos fungos ligninoliticos.

Analisando os testes realizados a baixas e médias temperaturas, quatro fungos marinhos
(A2B, N2, P1 e OU1) e dois terrestres (OB4B e M7) apresentaram melhores atividades enzimaticas.
Assim, os testes enzimaticos foram repetidos (a 15°C) visando selecdo de um fungo oriundo de

cada ambiente (Tabela 3).

Tabela 3. Producdo de enzimas ligninoliticas a 15°C pelos fungos selecionados

Fungo Lacase UI/L MnP UL LiP UI/L
Marinhos = = =
P1 1.28 53,03 -
N2 0,19 21,74 -
A2B 0,12 5.08 -
oul1 0.12 55,71 -
Terrestres = = =
M7 3.68 0
OB4B 0,02 0 0

(- ) = Ndo determinado
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Com base nos resultados obtidos e levando-se em consideragdo a amostra de origem, o

isolado P1 (marinho) M7 (terrestre) foram taxonomicamente identificados (item 5.3.) e

selecionados para os experimentos subsequentes de otimizacdo do processo de producdo de enzimas

ligninoliticas.

5.3 Identificagdo taxonomica dos isolados selecionados

Os fungos selecionados foram submetidos a identificagdo molecular com o proposito de

verificar suas identidades e auséncia de patogenicidade. Foi realizada a identificagcdo molecular dos

fungos marinhos A2B, OUI, P1 e N2 e dos fungos terrestres M7 e OB4B. Os dados derivados das

analises de sequenciamento e filogenia demonstrados na Figura 10 permitiram identificar os fungos

ligninoliticos da Antartica selecionados como melhores produtores como: Cadophora malorum

(M7, OU1 e A2B) e Cadophora luteo-olivacea (P1). Segundo os resultados das buscas nas bases de

dados, os isolados N2 e OB4B foram identificados como pertencentes aos géneros Penicillium e

Cosmospora, respectivamente (Apéndice A).

Figura 10. Arvore filogenética baseada nas sequéncias derivadas da regido ITS dos fungos
selecionados como melhores produtores de ligninases. As sequéncias adicionais utilizadas na
arvore foram recuperadas como as mais proximas, segundo os bancos de dados. Valores de
Bootstrap (1.000 replicatas) acima de 70 % estdo listados na arvore. Codigos em negrito

referem-se as sequéncias geradas no estudo.
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5.4 Planejamento Experimental

5.4.1 Otimizagdo da producgdo enzimdtica pelo fungo marinho Cadophora luteo-olivaceae (P1)

Tendo em vista o potencial de aplicacdo das lacases para o setor ambiental e industrial, bem
como a experiéncia prévia do nosso grupo de pesquisa da Profa. Lara Sette, esta enzima foi
escolhida entre as ligninoliticas para embasar o processo de otimizagdo. Cabe ressaltar, que as

outras duas enzimas foram também determinadas durante os ensaios do planejamento experimental.

5.4.1.1 Plackett-Burman (P&B)

O processo de otimizagdo da lacase do fungo marinho Cadophora luteo-olivacea P1 teve inicio
com o modelo Plackett-Burman. A produgdo das ligninases, primeiramente foi avaliada com nove
variaveis, demonstradas na Tabela 4, especificadas em trés niveis: (-1), central (0), e (+1), visando
avaliacdo dos efeitos das mesmas frente a producao enzimatica.

Tabela 4. Varidveis aplicadas ao 1° P&B para a producao de ligninases por Cadophora luteo-
olivacea P1.

Variaveis -1 0 +1
1. N9Cilindros Inéculo 3 B 5
2. Glicose (g'L) 0 5(0,25g/50 ml) 10 (0.50g/50 ml)
3. Ext.Malte (g/L) 0 10 (0,50g/50 ml) 20 (1g/50 ml)
4_Peptona (gL) 0 1(0,05g/50 ml) 2(0,1g/50 ml)
5.Ext.Levedura(g/L) 0 1(0,05g/50 ml) 2 (0.1g/50 ml)
6. CuSO: (mM) 0 2.5 5
7. Temperatura 15 20 25
8. Salinidade (ml) 0 (0%) 25 ml (50%) 50 ml (100%)
9.pH 45 6.25 8

O desenho experimental elaborado foi baseado na Matriz Codificada para 12 varidveis do
P&B que forneceu a base para a formulagdo dos 19 diferentes ensaios realizados em escala de 50
mL.

Nesta primeira etapa do desenho experimental, as varidveis significativas foram: sulfato de
cobre (CuSOy), utilizado como indutor na produgdo de lacase e salinidade (ASW), onde ambas
apresentaram resultados negativos para a produgdo desta enzima, como pode ser observado na
Tabela 5.

Os resultados da atividade enzimatica da lacase mostrou um pico de produtividade de 0,93
U.L"! no ensaio 5, o qual foi composto por um meio contendo glicose e malte como fontes de

carbono e peptona e extrato de levedura como fontes de nitrogénio, como pode ser observado na
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Tabela 6. Os ensaios 3, 4, 10, 12 e 19 também apresentaram atividade enzimatica para esta enzima,
mas com valores relativamente mais baixos (Tabela 5). Para a MnP o ensaio 4 resultou em uma
atividade de 79,95 U.L" e para a LiP o melhor resultado de atividade enzimética foi o ensaio 2

(4,01 U.LY.

Tabela 5. Atividade enzimatica das enzimas ligninoliticas no 1° P&B (12 variaveis + 3 pontos

centrais).
Ensaio Indculo Glicose o PERtO ft CuSO; Temp ASW pH Lac MnP LiP
Malte na Lev.
1 5(1) 0(-1) o(-1) o(-1) 2(1) o(-1) 15(-1) 50(1)  8(1) 0 3,27 0,02

2 5(1) 10(1)  0(-1) o(-1) o0(-1)  5(1) 15(-1) o0(-1)  8(1) 0,09 0 4,01
3 5(1) 10(1)  20(1) o{-1) o(-1) o(-1)  25(1) 0(-1) 45(-1) 0,16 7,07 0
4 5(1) 10(1)  20(1) 2(1) o(-1) o(-1) 15(-1) 50{1) 4,5(-1) 0,12 79,95 0
5 3(-1)  10(1)  20(1) 2(1)  2(1) o(-1) 15(-1) o(-1) 8(1) 0,93 276 0
6 5(1) 0(-1)  20(1) 2(1) 2(1)  5(1) 15(-1) o0(-1) 45(-1) 0,08 816 0,07
7 3(-1)  10(1)  o(-1)  2(1)  2(1)  5(1)  25(1) 0(-1) 4,5(-1) 0,01 0 0,02
8 5(1) 0(-1)  20(1) o(-1) 2(1)  S5(1)  25(1) 50{1) 4,5(-1) 0,03 1,95 0,01

9 5(1) 10(1) 0{-1) 2(1) 0(-1) 5(1) 25(1) 50(1) 8(1) 0,02 3,22 0,09
10 3(-1) 10(1) 20(1) of-1) 2(1) 0(-1) 25(1)  50(1) 8(1) 0,11 0 0
11 3(-1) 0(-1) 20(1) 2(1) 0(-1) 5(1) 15(-1) 50(1) 8(1) 0 3,16 0,02

12 5(1) 0(-1) 0(-1) 2(1) 2(1) o(1) 25(1) o(-1) 81) 012 0,8 0,03
13 3(-1)  10(1)  o(-1) o(-1) 2(1)  5(1) 15(-1) 50(1) 4,5(-1) 0 0,57 0,07
14 3(-1) 0(-1)  20(1) o(-1) o(-1) 5(1)  25(1) o(-1)  8(1) 0 0 0

15 3(-1) 0(1)  o(-1) 2(1) o(-1) o0(-1) 25(1) 50{1) 4,5(-1) 0,01 7,53 0
16 3(-1) o(1)  o{-1) o0(-1) o(-1) o{-1) 15(-1) 0(-1) 45(-1) 01 1,15 0
17 4(0) 5(0) 10(0) 1{0)  1(0) 2,5(0) 20(0) 25(0) 6,25(0) 0,08 1,32 0
18 4(0) 5(0) 10(0) 1(0)  1(0) 2,5(0) 20(0) 25(0) 6,25(0) 0O 3,16 0
19 4(0) 5(0) 10(0) 1(0)  1(0) 2,5(0) 20(0) 25(0) 6,25(0) 0,6 3,68 0,06

De acordo com a analise estatistica (Tabela 6), a glicose e o extrato de malte apesar de ndo
terem sido variaveis significativas apresentaram os maiores efeitos entre as 9 variaveis analisadas.
Os efeitos foram positivos e resultaram em um aumento na producao enzimatica de 1,39 ¢ 1,35 U.L”

! respectivamente.

Tabela 6. Andlise estatistica sobre o efeito das 9 variaveis do 1° P&B (STATISTICA 7.0)

Efeito Erro Padrio t(9) p-Valor
Mean/Interc. 1,10461 0.384387 2.8737 0.018366
(1)Inéculo -0.65779 0.837751 -0.78519 0.452516
(2)Glicose 1,39853 0.837751 1,66939 0,129381
(3)Ext.Malte 1.3561 0.837751 1,61873 0.139958
(4)Peptona 1.02431 0.837751 1.22268 0.2525
(5)Ext.Levedura 0.96258 0.837751 1,149 0.280175
(6)CuSOy -1,67631 0.837751 -2.000597 0.076434
(7)Temperatura -1,08603 0.837751 -1.29637 0,227101
(8)Salinidade -1.51813 0,837751 -1.81215 0,103382
(9)pH 0.93557 0.837751 1.11676 0,293021
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O 2° P&B foi praticamente uma repeticdo do primeiro, tendo em vista a falta de

reprodutibilidade nas réplicas do ponto central no 1° P&B. Para este experimento, a temperatura

que foi fixada em 15°C e o farelo de trigo foi incluido como uma das variaveis independentes.

No novo P&B pode ser observado um aumento da atividade da lacase (6,9 U.L", ensaio 3

da Tabela 8). Nas condi¢des estudadas, o farelo de trigo estava presente juntamente com a glicose e

o extrate de malte. Este ensaio foi utilizado como modelo para a definicdo de um novo

planejamento experimental. No 2° P&B, as atividades de MnP e LiP decairam, sugerindo a inibigado

da producdo destas enzimas pelo farelo de trigo.

Tabela 7. Variaveis aplicadas ao 2° P&B para a producdo de ligninases por Cadophora luteo-

olivacea P1.

Variaveis -1 0 +1
1. N9 Cilindros Inéculo 3 4 5
2. Glicose (g'L) 0 5(0,25g/50 ml) 10 (0,50g/50 ml)
3. Ext. Malte (g/L) 0 10 (0.50g/50 ml) 20 (1g/50 ml)
4. Peptona (g/L) 0 1 (0.05g/50 ml) 2 (0.1g/50 mi)
5.Ext. Levedura (g'L) 0 1(0,05g/50 ml) 2(0,1g/50 ml)
6. CuSO: (mM) 0 2.5 5
7. Farelo de Trigo (g/L) 0 1(0,05g/50 ml) 2 (0,1g/50 ml)
8. Salinidade (ml) 0 (0%) 25 ml (50%) 50 ml (100%)
9. pH 45 6.25 8

Tabela 8. Atividade enzimética das enzimas ligninoliticas no 2° P&B (12 variaveis + 3 pontos

centrais).

Ensaio Indculo  Glicose Mix{:e Pi:to LEexvt_ CuSO, FTar';;:: ASW  pH lac MnP  LP
1 S1)  o(d) o1 o) 2@ o) 0(1) S0 81 004 0 001
2 s(1)  10(1)  o(-1) o(1) 0(-1) S(1) 0(1) of-1)  8(1) 0 27 2,28
3 5(1)  10(1)  20(1) o(1) 0(1) o(-1) 2(1) o(-1) 45-1) 69 0 0
4 s(1)  10(1)  20(1) 2(1) O(-1) 0(1) 0(-1) 50(1) 45(-1) 0 0 0
5 3-1)  10(1)  20(1) 2(1)  21) o(1) 0(1) of1) 81 012 0 005
6 s(1)  o(-1)  201) 2(1) 2) 5(1) 0(1) 0(-1) 45(-1) 023 2,64 0
7 3(-1)  10(1)  o(-1) 2(1) 21)  S5(1) 2(1) (1) 45(-1) 0o 1,72 0
8 s(1)  o¢-1)  20(1) o1 21) 5(1) 2(1) 50(1) 45(-1) 002 0,897 0
9 s(1)  10(1)  o(1) 2(1) O0(-1) 5(1) 2(1) 50(1) 8(1) 006 04 0,05
10 3(1)  10(1)  20(1) O(1) 2(1) o(-1) 2(1) S0(1)  8(1) 0 0 001
11 3(1)  o(1)  20(1) 21) o¢-1) 5(1) 0(-1) 501) 81 01 3,68 0,05
12 5(1)  o(1)  0(-1) 2(1) 2(1) 01 2(1) o) 81 0,0 0 0
13 3(1)  10(1)  O(-1) 0(-1) 2(1) 5(1) 0(1) 5S0(1) 45(-1) 016 04 0
14 3(1)  o(1)  20(1) o0{-1) o¢-1) 5(1) 2(1) o1 8 0 074 0,01
15 3(1)  o(1)  0(1) 2(1) o¢-1) o1 2(1) 501) 45(-1) 0 0 0
16 3(1)  0(1)  0(-1) 0(1) 0(-1) 01 0(-1) 0(-1) 45(-1) 0 0 0

17 a(0)  s(0)  10(0) 1(0) 1(0) 25(0) 1(0) 25(0) 6,25(0) 0,04 0 0,03
18 4(0)  5(0)  10(0) 1(0) 1(0) 25(0) 1(0) 25(0) 625(0) 0,08 0,23 0
19 a(0)  s5(0)  10(0) 1(0) 1{0) 25(0) 1(0) 25(0) 6,25(0) 0 0 0

Os resultados das analises estatisticas para a lacase revelaram que as varidveis analisadas ndo

foram significativas (Tabela 8). O efeito positivo foi observado para as varidveis indculo, glicose,

malte e farelo de trigo, enquanto o negativo para peptona, extrato de levedura, CuSOy e salinidade

(ASW) (Tabela 9).
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Tabela 9. Anélise estatistica sobre o efeito das 9 variaveis do 2° P&B (STATISTICA 7.0).

Efeito Erro Padrio t(9) p-Valor
Mean/Interc. 0.408895 0,333663 1,22547 0,251458
(1)Inéculo 0.861125 0,727201 1,18416 0,266678
(2)Glicose 0,853875 0,727201 1.17419 0,270451
(3)Ext.Malte 0,886375 0,727201 1,218895 0,253870
(4)Peptona -0,826125 0,727201 -1,13603 0,285287
(5)Ext.Levedura -0,808875 0,727201 -1,11231 0,294831
(6)CuSOyq -0,813625 0,727201 1,08825 0,292178
(7)Farelo de Trigo 0,791375 0,727201 1,08825 0,304768
(8)Salinidade -0.858875 0,727201 -1,18107 0,267844
(9)pH -0,871375 0,727201 -1,15826 0,261417

5.4.1.2 Fatorial Fracionado 2>

Com base nos dados anteriores, foi aplicado o modelo Fatorial Fracionado no terceiro
delineamento experimental, utilizando a Matriz com os valores reais construida a partir da Matriz
Codificada Fatorial Fracionado 2°"' (2* - 16 ensaios + 3 pontos centrais = 19 ensaios) para a
avaliagdo de 5 varidveis (Tabela 10). No delineamento fatorial fracionado algumas varidveis
tiveram os seus valores fixados de acordo com o ultimo planejamento, sendo elas: a temperatura
(15°C), o pH (4,5) e o indculo (5 cilindros agar + micélio) e outras foram excluidas (peptona,
extrato de levedura, CuSO, e salinidade). Em contrapartida, duas novas varidveis foram

adicionadas: a riboflavina e o acido glutamico.

Tabela 10. Varidveis aplicadas ao delineamento Fatorial Fracionado 2°"' para a produgio de
ligninases por Cadophora luteo-olivacea P1.

Variaveis -1 0 +1
1. Glicose (g/L) 5(0.25g/50 ml) 10 (0.5g/50 ml) 15 (0,75g/50 ml)
2. Ext. Malte (g/L) 15 (0.5g/50 ml) 20 (1g/50 ml) 25 (2g/50 ml)
3. Farelo de Trigo (g/L) 1(0,05g/50 ml) 2(0.1g/50 ml) 3 (0,2g/50 ml)
4_Riboflavina (%) 0 0.01 0.02
5. Ac. Glutimico (%) 0 0.1 0.2

De forma geral, os resultados da atividade enzimatica apresentados pelo delineamento
fatorial fracionado foram menores que o 2° P&B para todas as enzimas testadas (lacase, manganés
peroxidase e lignina peroxidase). A maior atividade de lacase foi de 3,33 U.L™ (Tabela 11, ensaio

2).
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Tabela 11. Atividade enzimatica no Fatorial Fracionado (16 ensaios + 3 pontos centrais = 19

ensaios).

Ensaios Glicose Ext Malte I‘Tar:;o Riboflavina AcGlutdmico Lac MnP LiP
1 (5)-1 (15)-1  (1)-1 (0)-1 (0,2)1 0,47 0 0
2 (15)1 (15) -1 (1)-1 (0)-1 (0)-1 3,33 0 0
3 (5)-1 (25)1 (1)1 (0)-1 (0)-1 0,02 0 0
4 (15)1 (25)1 (1)1 (0)-1 (0,2)1 0 0 0
5 (5)-1 (1s)-1  (3)1 (0)-1 (0)-1 2,97 0 0
6 (15)1 (15)-1  (3)1 (0)-1 (0,2)1 2,68 0 0,01
7 (5)-1 (25)1 (3)1 (0)-1 (0,2)1 0,00 0,11 0
8 (15)1 (25)1 (3)1 (0)-1 (0)-1 0 0 0
9 (5)-1 (15) -1 (1)-1 (0,02)1 (0)-1 3,23 0,05 0
10 (15)1 (15) -1 (1)-1 (0,02)1 (0,2)1 3,02 0 0
11 (5)-1 (25)1 (1)1 (0,02) 1 (0,2)1 0,03 0 0,02
12 (15)1 (25)1 (1)1 (0,02) 1 (0)-1 0,06 0 0,04
13 (5)-1 (1s)-1  (3)1 (0,02) 1 (0,2)1 2,94 0 0
14 (15)1 (1s)-1  (3)1 (0,02)1 (0)-1 2,79 0,69 0
15 (5)-1 (25)1 (3)1 {0,02) 1 (0)-1 0 0 0,02
16 (15)1 (25)1 (3)1 (0,02) 1 (0,2)1 0,02 0 0,03
17 (10) 0 (20) 0 (2)0 (0,01) 0 (0,1) 0 2,33 0 0
18 (10) 0 (20) 0 (2)0 (0,01) 0 (0,1)0 2,33 0,11 0
19 (10) 0 (20) 0 (2) 0 {0,01) 0 (0,1) 0 1,08 0417 0,02

A andlise dos efeitos obtidos através do software (Tabela 12) mostra que o extrato de malte
foi uma variavel significativa, porém tendo um efeito negativo no planejamento (-2,66 U.L™).
Entretanto, no 2° P&B a melhor atividade foi obtida com 20 g.L"' de extrato de malte e o valor da

atividade foi mais de duas vezes maior do que a obtida no Fatorial Fracionado.

Tabela 12. Analise estatistica sobre o efeito das 5 variaveis do delineamento Fatorial Fracionado 2°
(STATISTICA 7.0)

Efeito Erro Padrio t(9) p-Valor
Mean/Interc. 144193 0.18018% 8.00231 0,004073
(1)Glicose 0,27797 0,392712 0,70782 0,530091
(2)Ext. Malte -2,66223 0,392712 -6,77908 0,006551
(3)Farelo de Trigo 0,15490 0.392712 0.35444 0,719627
(4)Riboflavina 0,32967 0.392712 0,83846 0,462834
(5)Ac. Glutimico -0,40336 0,392712 -1,02710 0,379946

As variaveis farelo de trigo e riboflavina, apesar de nao serem significativas apresentaram efeito
positivo (0,15 ¢ 0,32 U.L"", respectivamente). Ja o 4acido glutimico apresentou efeito negativo (-

0,40 U.L™.
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5.4.1.3 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR 2°)

Utilizando as informagdes e o direcionamento fundamentado nas outras etapas do desenho
experimental, foi realizado o delineamento composto central rotacional, ficando estabelecida a
analise das trés variaveis que poderiam ser mais relevantes do ponto de vista produtivo. Como no
ultimo delineamento experimental o extrato de malte teve um efeito negativo com a concentragao
utilizada, neste delineamento este composto foi utilizado novamente como varidvel, mas na
concentragio de até 23 g.L™.

Em adi¢do, como no 2° P&B e no fatorial fracionado as variaveis glicose e farelo de trigo
ndo foram significativas, mas apresentaram efeito positivo, as mesmas foram fixadas no seu maior
valor. As varidveis riboflavina e 4cido glutdmico foram excluidas, pois devido ao efeito negativo no

ensaio anterior. Assim, foram escolhidos dois novos indutores, o glicerol e o alcool veratrilico

(Tabela 13).

Tabela 13. Variaveis aplicadas a0 DCCR 2’ para a producio de ligninases por Cadophora luteo-
olivacea P1.

Variaveis -1,68 -1 0 +1 1,68
1. Ext. Malte (g/L) 15(0,5g/50ml) 17 20 (1g/50 ml) 23 25(2g/50ml)
2. Glicerol (mM) 0 20 50 80 100
3. Al. Veratrilico (mM) 0 0.2 0.5 0.8 1

Como a enzima LiP apresentou atividade muito baixa nos ultimos desenhos experimentais,
neste tltimo delineamento foi realizada somente a leitura da lacase e da MnP (Tabela 15).

Dentre as amostras analisadas dos 17 ensaios (Tabela 14), a maior atividade de lacase (2,16
U.L'™") foi obtida no ponto central (ensaio 16) seguida do ensaio 6 (2,06 U.L™). No entanto, a
atividade enzimatica da lacase teve uma queda comparando com os desenhos experimentais
anteriores, ndo havendo aumento da enzima pelos indutores glicerol e o alcool veratrilico. A
producdo de MnP também apresentou uma queda quando comparado com os planejamentos
experimentais anteriores. Neste DCCR, a maior atividade enzimatica de MnP foi obtida no ensaio

15 (3,56 U.L"), seguida do ensaio 10 (2,53 U.L™).
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Tabela 14. Atividade enzimatica no DCCR 2° (14 ensaios + 3 pontos centrais)

Ensaios Ext Malte Glicerol Alcool Veratrilico Lac MnP
1 (17)-1 (20)-1 (0,2)-1 0,47 1,32
2 (231 (20)-1 (0,2)-1 0,08 0,23
3 (17)1 (80)1 (0,2)-1 0,95 0
4 (231 (80)1 (0,2)-1 0 0
5 (17)-1 (20)-1 (0,8)1 0,01 0,23
6 (231 (20)-1 (0,8)1 2,06 0,11
7 (17)-1 (80)1 (0,8)1 0,28 0
8 (231 (80)1 (0,8)1 0,07 0,23
9 (15)-1,68 (50)0 (0,5)0 1,49 0
10 (25)1,68 (50)0 (0,5)0 0,01 2,53
11 (20)0 (0)-1,68 (0,5)0 0,01 0
12 (20)0 (100)1,68 (0,5)0 1,62 0
13 (20)0 (50)0 (0)-1,68 1,43 1,03
14 (20)0 (50)0 (1)1,68 0,64 0,34
15 (20)0 (50)0 (0,5)0 0,04 3,56
16 (20)0 (50)0 (0,5)0 2,16 0,11
17 (20)0 (50)0 (0,5)0 0,04 0,63

Os resultados das andlises estatisticas estdo apresentados na Tabela 15. Nao houve variaveis
significativas no DCCR. As variaveis que apresentaram efeito positivo foram Glicerol (L), Alcool

veratrilico (Q), bem como a interagao extrato de malte (L) e alcool veratrilico (L).

Tabela 15. Analise estatistica sobre o efeito das 3 variaveis do DCCR 2° (STATISTICA 7.0)

Efeito Erro Padrio t(9) p-Valor
Mean/Interc. 0,776045 0,552687 1.40414 0,203057
(1)Ext.Malte (L) -0,291750 0,5193597 -0,56171 0,591836
(1)Ext.Malte (Q) -0,167999 0,572208 -0,29360 0,777579
(2)Glicerol (L) 0,207051 0,519327 0,39482 0,704726
(2)Glicerol (Q) -0,121523 0,572208 -0.21238 0,837866
(3)AL Veratrilico (L) -0.062096 0,519397 -0,11955 0,508156
(3)AL Veratrilico (Q)  0.032120 0,572208 0,05613 0,956804
1L by 2L -0,704050 0,678325 -1,03758 0,333798
1L by 3L 0,7935596 0,678325 1,16993 0,280314
2L by 3L -0,528935 0,678325 -0,77977 0,461075

Considerando todo o planejamento experimental aplicado a otimizagdo da lacase produzida
pelo fungo marinho da Antartica Cadophora luteo-olivacea P1 a 15°C, a melhor condi¢do de
producdo desta enzima (6,9 U.L™) foi o ensaio 3 do 2° P&B (Tabela 2), contendo glicose (10 g.L'l),
extrato de malte (20 g.L™), farelo de trigo (2 g.L™") e pH 4,5. Para a enzima MnP a condigio de
melhor atividade (79,95 U.L™) foi a do ensaio 4 do 1° P&B, o qual continha glicose (10 10 g.L'™"),
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extrato de malte (20 g.L™"), peptona (2 g.L"), 100% de ASW, pH 4,5 e temperatura de 15°C. Para a
LiP, a maior atividade (4,01 U.L™") foi obtida nas condi¢des do ensaio 2 do 1° P&B, o qual continha
glicose (10 g.L™"), CuSO,4 (5 mM), pH 8,0 e temperatura de 15°C.

5.5 Avaliacado da atividade de ligninases, xilanases e celulases por fermentag¢do em estado semi

solido pelos fungos da Antartica C. luteo-olivaceae Pl e C. malorum M7

Os dois fungos selecionados C. [uteo-olivaceae P1 (de origem marinha) e C. malorum M7
(de origem terrestre) foram cultivados em material lignoceluldsico visando verificacao da producao
das enzimas ligninases, xilanases e celulases a 15°C. Para tanto foram utilizados os substratos

bagaco de cana (BC), sabugo de milho (SM) e palha de arroz (PA). Os resultados estdo

apresentados na Figura 11.

Figura 11. Atividade enzimatica em material lignoceluldsico pelos fungos C. luteo-olivaceae P1 e

C. malorum M7 a cultivados por 7 dias a 15°C. Ligninases (A), Xilanases (B) e Celulases (C).
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Os resultados da produgao enzimatica em estado semi-solido revelaram que os dois fungos
foram capazes de produzir xilanases em todos os substratos estudados. Esta enzima foi melhor
produzida (quantitativamente) do que as ligninases e celulases, que apresentaram atividades muito
baixas. O fungo de origem terrestre C. malorum M7 (isolado de amostra de madeira) foi o melhor
produtor de xilanases quando cultivado em bagago de cana (3,48 U.mL™") e sabugo de milho (2,41
U.mL™"). A maior producgio desta enzima (1,9 mL™") pelo fungo de origem marinha C. luteo-
olivaceae P1 (isolado de sedimento) também se deu no substrato bagaco de cana.

Com relacdo a produgdo de ligninases a enzima lacase praticamente nio apresentou
atividade para os dois fungos e em todos os substratos estudados, sendo a MnP melhor produzida
(0,40 U.mL™) pelo fungo de origem marinha C. luteo-olivaceae P1 (isolado de sedimento) quando
cultivado em sabugo de milho. O cultivo nesse substrato também resultou na melhor atividade de
MnP por C. malorum M7. As maiores atividades de celulases foram apresentadas em substrato

bagaco de cana: C. luteo-olivaceae P1 e C. malorum M7.
5.6 Avaliagdo da diversidade dos fungos marinhos e terrestres da Antartica

Todos os fungos filamentosos identificados no presente trabalho (n=76) sdo pertencentes ao
filo Ascomycota. Os dados derivados das andlises de sequenciamento permitiram identificar os
fungos da Antartica como pertencentes a 11 géneros distintos: Acremonium, Cadophora,
Cercospora, Cladosporium, Cosmospora, Geomyces, Hypocrea, Oidiodendron, Penicillium,

Pseudeurotium e Thelebolus (Apéndice A), cujas abundancias estdo apresentadas na Figura 12.
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Figura 12. Abundancia de fungos filamentosos isolados de amostras da Antartica
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Os representantes do género Cadophora (n=28) foram os isolados em maior abundancia,
seguida do género Geomyces (n=21), Penicillium (n=12) e Cosmospora (n=8), sendo os demais
géneros isolados em quantidade menor.

Dentro os isolados do género Cadophora, foi possivel encontrar duas espécies Cadophora
malorum, cujos representantes foram isolados de madeira (n=8), Ascidia (n=3), ouri¢o do mar
(n=1), estrela do mar (n=1), liquen (n=1) e Salpa (n=1) e Cadophora luteo-olivicea, cujos
representantes foram isolados de amostras de sedimento marinho (n=5), liquen (n=3) e madeira
(n=1), sendo que a espécie Cadophora malorum foi encontrado em um maior niimero (n=15) do
que o representante de ambiente marinho, Cadophora luteo-olivacea (n=11) e um representante do
género Cadophora que nao foi possivel chegar a espécie coletado a partir de osso de baleia

Dentre os representantes do género Geomyces a maioria foi isolado de amostras de liquen
(n=9), sendo obtidos também a partir de amostras de Salpa (n=5), estrela do mar (n=2), anfipode
(n=2), madeira (n=1), isopode (n=1), Nacella sp (n=1) e sedimento (n=1), sendo assim recuperados
de oito diferentes amostras.

Para o grupo Cosmospora, todos os isolados identificados sdo de origem terrestre,

recuperados a partir de amostras de ossos de baleia (n=7) e de solo de pinguineira (n=1). J& os
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representantes do género Penicillium foram recuperados de sete diferentes amostras, incluindo
marinhas e terrestres: estrela do mar (n=3), liquen (n=2), madeira (n=2), Nacella (n=2), isopode
(n=1), osso de baleia (n=1) e Salpa (n=1).

Em adicao foram identificados trés representantes da espécie Cladosporium cladosporioides
(recuperados de madeira e anfipode), dois representantes do género Thelebolus (recuperados de
estrela do mar e solo de pinguineira), dois representantes do género Oidiodendron (recuperados de
liquen e alga) e um representante dos géneros Acremonium (recuperado de liquen), Cercospora
(isolado de ourico do mar), Hypocrea (recuperado de liquen), Pseudeurotium (isolado de madeira e
de sedimento marinho).

Representantes dos géneros Cadophora, Cladosporium, Cosmospora, Geomyces, Penicilliu,
Pseudeurotium e Thelebolus foram encontrados tanto em amostras marinhas quanto em terrestres.
J& os géneros Acremonium, Hypocrea/Trichoderma e Oidiodendron foram encontrados apenas em
amostras de origem terrestre, enquanto que o género Cercospora foi encontrado apenas em amostra

marinha (Figura 13).

Figura 13. Distribuicdo dos representantes dos géneros de fungos da Antartica de acordo com a

origem (marinha e terrestre).
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6. DISCUSSAO

6.1 Sele¢do de isolados produtores de enzimas ligninoliticas a baixas (15°C) e médias

temperaturas (25°C)

Os micro-organismos provenientes do continente Antartico enfrentam muitos estresses
simultaneos, devido as caracteristicas indspitas deste ambiente, tendo assim que adotar estratégias
adaptativas, tais como mudancas estruturais em suas membranas, proteinas constitutivas e enzimas
(RUISE et al, 2007). A producao de enzimas adaptadas ao frio ¢ uma estratégia eficiente para a
manuten¢do das atividades a baixas temperaturas por esses organismos (D’AMICO et al, 2001).

Neste contexto, a selecdo de fungos ligninoliticos isolados das amostras marinhas e
terrestres da Antartica foi realizada a baixas (15°) e médias (25°C) temperaturas. Todos os 29
isolados selecionados na triagem inicial (meio sélido B&K contendo guaiacol) foram capazes de
produzir enzimas ligninoliticas em meio liquido, apesar da quantidade das mesmas ndo terem sido
expressivas.

Um maior nimero de isolados de origem terrestre foi capaz de produzir lacase e LiP a baixas
temperaturas (15°C) quando comparado ao nimero de isolados capazes de produzir estas mesmas
enzimas a 25°C. Por outro lado, os fungos de origem marinha apresentaram resultado inverso,
sendo um maior numero de isolados capazes de produzir as duas enzimas estudadas a 25°C. Esses
resultados talvez possam ser justificados devido ao fato dos micro-organismos marinhos da
Antartica estudados estarem mais protegidos do frio, pois habitam substratos e sedimentos dentro
do oceano. Os resultados de producdo enzimatica a 15 e 25 °C sugerem que Estes resultados
evidenciam o potencial biotecnoldgico desses fungos para a aplicagdo em baixas e médias
temperaturas.

Um alto niimero de isolados selecionados na triagem em meio so6lido (45%) foi recuperado a
partir de amostra de madeira, sendo este resultado considerado previsivel, tendo em vista a presenga
da lignina no substrato de origem que ¢ um dos principais constituintes da madeira. Em adi¢ao, um
alto numero de isolados provenientes de diferentes amostras marinhas (41%) também foi
selecionado como produtor de ligninases (lacase).

Diferentes grupos de fungos tém sido relatados como produtores de enzimas ligninoliticas.
Entre eles, os fungos basidiomicetos sao micro-organismos considerados como os mais eficientes
na producdo de enzimas que sdo responsaveis pela quebra de materiais lignoceluldsicos

(BONUGLI-SANTOS et al, 2011). As principais enzimas relacionadas a degradag¢do da lignina,
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capacidade dos fungos de podridao branca, sdo a lignina peroxidase, manganés peroxidase ¢ a
lacase. Alguns fungos de podridao branca conseguem produzir todas estas enzimas, enquanto outros
produzem duas ou somente uma delas (HATAKKA, 1994).

Fungos derivados de ambiente marinho tém sido relatados como produtores destas enzimas
e vém sendo utilizados em processos de descoloragdo de corantes e tratamento de efluentes
coloridos (D’SOUZA-TICLO et al. 2009; VERMAL et al. 2010). Entretanto, tanto a produgao de
enzimas ligninoliticas por fungos de origem marinha quanto a aplicacdo das mesmas tém sido
pouco estudados.

BUGNI e IRELAND (2004) destacam o potencial biotecnologico dos micro-organismos
marinhos quanto a producdo de compostos naturais diferentes daqueles produzidos por seus
homologos terrestres, pois estes estdo adaptados as condig¢des de salinidade e pressdo do ambiente
marinho. Dentre os produtos naturais produzidos por fungos marinhos, as enzimas ligninoliticas
podem ser aplicadas na biorremediag¢ao de poluentes ambientais em condigdes ou processos salinos
e alcalinos, tais como os efluentes de fabricas de papel e celulose, de destilarias a base de melago e
de industrias téxteis (BONUGLI-SANTOS et al. 2010).

Levando-se em consideragdo a importancia biotecnoldgica dos fungos terrestres e marinhos,
um isolado de cada um desses ambientes foi selecionado para os estudos subsequentes. Com base
na producdo de enzimas ligninoliticas (em meio liquido) e nas amostras de origem, o isolado P1
(isolado de sedimento marinho) M7 (isolado de madeira) foram taxonomicamente identificados
como Cadophora luteo-olivacea ¢ Cadophora malorum, respectivamente, ¢ foram selecionados

para os experimentos subsequentes de otimizac¢ao do processo de producao enzimatica.

6.2 Otimizagdo da produgdo enzimadtica

6.2.1. Fungo marinho Cadophora luteo-olivacea P1

O fungo de origem marinha Cadophora luteo-olivacea P1 foi submetido a uma sucessao de
planejamentos experimentais visando avaliacdo dos efeitos de diferentes variaveis independentes na
producao enzimadtica e otimizagdo da producgdo. Para tanto, foram aplicados quatro modelos: dois do
tipo Plackett-Burman (P&B), um Delineamento Fatorial Fracionado 2> ¢ um Delineamento
Composto Central Rotacional 2° (DCCR). Mesmo sendo os estudos conduzidos visando otimizacio

da producao de lacase, as enzimas MnP e LiP foram também avaliadas.
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Os resultados ndo foram satisfatorios para a otimizagdo da producdo da lacase pelo fungo
Cadophora luteo-olivacea P1, pois nao foi observado aumento significativo e sucessivo da enzima
ao longo do desenvolvimento do planejamento experimental.

As lacases extracelulares sdo geralmente produzidas em quantidades pequenas e, por isso, a
sua producao deve ser estimulada. Uma variedade de substratos indutores, especialmente os
compostos aromaticos ou fenolicos relacionados a lignina ou a derivados da lignina (e.g. guaiacol,
alcool veratrilico, 2,5-xilidina, 2,2-azinobis (ABTS), acido fertlico t€ém sido utilizados visando
aumento da producdo desta enzima (TISMA et al, 2012). No presente trabalho diferentes tipos de
indutores, bem como fontes de carbono e nitrogénio foram utilizados sem sucesso no aumento
(significativo) da enzima escolhida. A maior atividade de lacase (6,9 U.L™") foi obtida no segundo
P&B e alcangou niveis menores ao final do processo como um todo.

A natureza e a quantidade de fonte de carbono e nitrogénio disponivel no meio de cultura
exerce uma grande influéncia na producdo de enzimas ligninoliticas (HATVANI & MECS, 2002).
Para muitas espécies de fungo, a atividade das enzimas ligninoliticas pode ser suprimida ou
estimulada pela alta concentracdo destes compostos no meio. No presente trabalho, houve uma
queda na producdo das enzimas ligninoliticas em condigdes com maiores concentracdes de
nitrogénio, sugerindo a inibigao da produgdo por este composto.

A enzima MnP, que ndo foi foco da otimizagdo no presente trabalho, apresentou atividade
enzimética na maioria dos ensaios ¢ um pico de produgdo (79.95 U.L™") no ensaio 4 do primeiro
P&B, o qual que continha glicose e extrato de malte como fontes de carbono, cultivado em
condic¢do salina (100 % de agua do mar artificial - ASW) e sem a adi¢do de indutores. De acordo
com Arora e Gill (2001), a alta atividade de enzimas ligninoliticas por fungos filamentosos em
meios que contem extrato de malte, pode estar associada ao fato de que este composto ¢é rico em
aminoacidos aromdticos como o triptofano e a tirosina.

Apesar dos resultados da produgdo de lacase por C. luteo-olivacea P1 nos experimentos de
otimizagdo ndo terem sido expressivos, o fungo foi capaz de produzir MnP em quantidades mais
significativas em condi¢do salina e sem a presenca de indutores. Assim, este isolado pode ser
considerado como um recurso genético alvo em estudos futuros relacionados com a producao/

otimizagao e caracterizagdo enzimatica, bem como na aplicacdo em processos ou ambientes salinos.
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6.3 Avaliagdo da atividade de ligninases, xilanases e celulases por fermentagdo em estado semi

solido pelos fungos da Antartica C. luteo-olivaceae Pl e C. malorum M7

Os materiais lignocelulésicos provenientes de atividades agricolas como o bagago de milho,
palha de arroz, sabugo de milho, madeira, restos de culturas de graos e frutiferas, tem sido
aproveitados visando a utilizagdo nos processos para renovagao energética (AGUIAR FILHO,
2008). A composi¢ao dos residuos lignocelulésicos utilizados no presente estudo € de: 1) Bagaco de
cana: 36% de celulose, 28% de hemicelulose ¢ 20% de lignina; ii) Sabugo de milho: 36% de
celulose, 28% de hemicelulose e 16% de lignina; iii) Palha de arroz: 33% de celulose, 26% de
hemicelulose e 7% de lignina (OLSSON & HAHN-HAGERDAL, 1996; SHLESER 1994; AWAFO
1997).

A biodegradacdo de materiais lignocelulésicos tem sido foco de estudos, correspondendo a
uma importante etapa do ciclo do carbono na natureza, podendo também ser aplicada em processos
tecnologicos. A aplicacdo de enzimas produzidas por fungos decompositores de materiais
lignoceluldsico tem ganhado ateng@o atualmente. O uso de enzimas como a lacase e a xilanase no
processo de branqueamento de polpas celuldsicas e a aplicagdo de celulases na hidrolise enzimatica
de celuloses nos processos de produgdo de etanol de segunda geracdo, sdo alguns exemplos
importantes da aplicacdo tecnologica atual da biodegradacdo de materiais lignoceluldsicos
(AGUIAR & FERRAZ, 2011).

Tendo em vista as baixas atividades enzimaticas obtidas durante a condu¢do do desenho
experimental para otimizacdo da producao de ligninases (lacase) pelo fungo C. luteo-olivaceae P1
(cultivo submerso) e devido a selecdo de um alto nimero de isolados provenientes de amostras de
madeira, foi avaliada a produgdo de ligninases, xilanases e celulases em diferentes substratos por
fermentacao semi-solida (bagaco de cana, sabugo de milho e palha de arroz).

Nestes experimentos, a producdo de xilanases foi bem maior do que a de ligninases e
celulases e os dois fungos foram capazes de produzir esta enzima em todos os substratos estudados,
os quais contém quantidades similares de hemicelulose (26-28%) e celulases (33-36%). Os
substratos claramente favoreceram a producdo de determinadas enzimas. Em bagago de cana, as
xilanases e celulases foram produzidas de forma mais expressiva do que nos outros substratos pelos
dois fungos. As ligninases foram melhores produzidas (pelos dois fungos) em sabugo de milho, que
¢ um substrato com cerca de 16% de lignina. A composi¢do quimica da estrutura da lignina neste

substrato pode ter favorecido a producao de ligninases, principalmente MnP.
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Micro-organismos capazes de produzir enzimas hemicelulosicas como fonte de carbono e
energia, podem ser uteis nos processos de obtengao de etanol de segunda geragao, agregando valor
a producao deste a partir de residuos lignocelulésicos (DELABONA, et al, 2009). Atualmente ha
uma grande busca de processos para a hidrélise do bagago de cana a agticares fermentesciveis, que
sejam de baixo custo e ao mesmo tempo evitem formagao de compostos toxicos para a fermentacao
alcodlica subsequente (SILVA, 2010).

Levando-se em consideragdo que os resultados de produgdo de xilanases em substrato
bagaco de cana obtidos no presente estudo foram em temperaturas proximas a utilizada em
processos que envolvem a fermentagao alcodolica (15°C). Os fungos C. luteo-olivacea P1 e C.
malorum M7 isolados de ambiente marinho e terrestre da Antartica podem ser considerados

promissores em estudos de obten¢do de etanol de segunda geragao.

6.4 Avaliacdo da diversidade dos fungos marinhos e terrestres da Antartica

A Antartica ¢ um continente remoto ¢ inospito, com o clima mais seco e frio conhecido na
Terra. As condigdes adversas prevalecentes neste continente, como a baixa temperatura, limita a
sobrevivéncia de plantas e animais. No entanto, ecossistema da Antartica ¢ dominado por micro-
organismos com um alto nivel de adaptagdo e capazes de sobreviver a condi¢des extremas (RUISE
et al, 2007).

Nas ultimas décadas, a regido da Antartica tem sido investigada, principalmente, pela
presenca de bactérias e arqueobactérias psicrofilicas. No entanto, poucos sdo os estudos voltados
para os fungos psicrofilicos. Esses micro-organismos sdo capazes de crescer ativamente e se
reproduzir na Antértica e sdo considerados verdadeiramente indigenas.

Desde as primeiras expedicoes realizadas na regido da Antartica, foram publicados cerca de
300 artigos cientificos relatando a presenga dos fungos nessa regido Ruise et al. (2007),
descreveram 232 espécies de fungos e oomycetos da Antartica continental em 2005, mas s6 foram
fornecidos os nomes para as espécies ou variedades que eles consideravam tanto endémicas, quanto
capazes de crescer no ambiente. Os fungos ndo liquenizados representam, provavelmente, a biota
mais diversificada da Antartica (BRIDGE; SPOONER, 2012).

Alguns fungos que se desenvolvem na Antartica sdo psicrofilicos, mas a maioria deles ¢
considerada psicrotolerantes. As paredes celulares espessas dos esporos fungicos sdo
frequentemente resistentes a uma variedade de estresses, particularmente se eles incluem pigmentos

de protecdao, como a melanina ou carotenoides (ONOFRI et al, 2004).
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Na Antartica, a distribui¢do dos fungos esta relacionada aos diferentes substratos como
solos, pedras, vegetacdo, bridfitas e liquens, além de substratos marinhos. No presente trabalho,
representantes de 11 diferentes géneros foram recuperados a partir de amostras marinhas e terrestres
da Antartica. Todos os isolados identificados no presente estudo pertencem ao filo Ascomycota.
Representantes dos géneros Cadophora, Geomyces, Penicillium ¢ Cosmospora foram isolados em
maior abundancia. Trabalhos anteriores (ARENZ et al., 2006 ¢ ARENZ; BLANCHETTE, 2009)
reportaram a predomindncia do filo Ascomycota entre os isolados encontrados no continente
Antartico, como encontrados no presente estudo. Ludley & Robinson. (2008), relataram que a
maioria dos basidiomicetos encontrados nas regides maritimas e continentais da Antartica ¢
constituida por leveduras. Apesar de fungos pertencentes ao filo Basidiomycota serem pouco
encontrados no ambiente Antartico, o grupo de fungos decompositores de madeira predominante
neste ambiente parecem ser os ascomicetos pertencentes ao género Cadophora (ARENZ &
BLANCHETTE, 2009).

Representantes do género Cadophora tem sido encontrados como predominantes em varios
locais na Antartica, sugerindo que eles sejam endémicos (BLANCHETTE et al., 2004a,b). Isolados
de Cadophora obtidos do ambiente Antartico foram reportados como decompositores de madeira
(ARENZ et al., 2006). Segundo Onofti et al. (2004), Cadophora malorum é frequentemente isolado
de solos da Antartica e apresenta uma ampla temperatura de crescimento, variando de -3 °C a 45
°C. No presente trabalho, oito fungos do género Cadophora foram isolados de amostras de madeira,
sendo também obtidos a partir de outra amostra terrestre (liquen) e de quatro diferentes amostras
marinhas. A predominancia desse género nos fungos identificados da Antartica sugere que eles sdo
importantes organismos na dindmica do solo e na ciclagem de nutrientes das regides polares.

O género Geomyces apresenta caracteristicas psicrofilicas e ¢ halotolerante (POOLE;
PRICE, 1971; MERCANTINI et al., 1989). Espécies pertencentes a esse género foram reportadas
por Zhdanova et al. (2000) como micro-organismos que conseguem crescer no ambiente Antartico a
elevados niveis de contaminac¢do por radiagdo, maiores que 220 mR h™!, medido como nivel de
radiacdo gama. Visto que esse gé€nero possui uma alta resisténcia para sobreviver em ambientes
extremos, tais resultados corroboram com os encontrados no presente trabalho, pois depois do
Cadophora, o género Geomyces foi o segundo isolado em maior abundancia.

O género Penicillium ¢ um importante decompositor e também ciclador de matéria organica
de todos os tipos. E um micro-organismo facilmente recuperado de amostras terrestres ou aquéticas,

sendo considerado um género cosmopolita (HARAN et al., 1996; MENEZES et al., 2010). No
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presente trabalho, esse género foi encontrado em seis diferentes tipos de substratos coletados da
Antartica, evidenciando a sua caracteristica cosmopolita.

Assim como o género Penicillium, o género Hypocrea (teleomorfo de Trichoderma) possui
representantes cosmopolitas e sdo considerados como fungos de interesse biotecnologico (SIVAN;
CHET, 1989), pois podem produzir e secretar diversas enzimas extracelulares de importancia
economica (SIVAN; CHET, 1989).

Fungos pertencentes ao género Cladosporium também sdo frequentemente encontrados em
diversos ambientes e ja foram reportados associados a algas marinhas bem como plantas terrestres,
madeira e solos na Antartica (LOQUE, 2010). Representantes da espécie Cladosporium
cladosporioides conseguem crescer em temperaturas que variam de 0° a 32°C, com temperaturas
6timas variando entre 20° a 28°C, com crescimento lento a -3°C e até -10°C (ONOFRI et al., 2004).

Quanto ao género Cosmopora (Nectria), seus representantes sao frequentemente
encontrados em madeira e arbustos lenhosos e sdo considerados como agente patogénico de plantas
e insetos (SINCLAIR; LYON 2005). Isolados de Cosmospora vilior foram detectados em lagos da
Antartica (GONCALVES et al., 2012).

A maioria dos fungos reportados na Antartica ¢ encontrada na forma anamorfica. Nota-se
que os fungos simplificaram a forma de vida “desistindo” da reprodu¢do sexual, o que significa que
os ciclos de vida podem ser concluidos em um tempo mais curto e sem altos custos metabolicos.
Algumas excec¢des tém sido relatadas, como o género Thelebolus, frequentemente isolados de
amostras do continente Antartico, tanto de ambientes terrestres como aquaticos (RUISE et al, 2007,
HOOG et al., 2005).

Zuccaro et al. (2008) encontraram fungos pertencentes aos géneros Acremonium e
Oidiodendron associados a algas marinhas como a alga marrom Fucus serratus na regido da
Antartica.

Estudos anteriores sobre a diversidade de fungos da peninsula da Antartica reportaram a
presenca de representantes do género Pseudeurotium em solo da regido da Antartica (ARENZ E
BLANCHETTE, 2009). Entretanto, até aonde vai o nosso conhecimento, ndo ha relatos na literatura
sobre a presenca de representantes do género Cercospora em ambiente Antartico.

Os membros pertencentes ao género Cercospora sao conhecidos por serem patogenos de
plantas, abrangendo ao menos 43 familias, incluindo as monocotiledonias, dicotiledonea e
gimnospermas. Muitas plantas de culturas importantes como, por exemplo, a soja, ¢ atacada por
varias espécies de Cercospora, como C. kikuchii e C.sojina. Estes fungos atacam a parte aérea da

planta causando manchas necréticas (ROBESON; MAHBUBUL, 1993).
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Dentre os fungos identificados no presente trabalho, uma maior quantidade foi proveniente
de amostras de ambiente terrestre (n=49), sendo a maioria isolada de madeira, seguida de liquen e
osso de baleia. A maior parte dos fungos identificados derivados de ambiente marinho foi isolada a
partir de amostras de sedimentos. De acordo com Ruise et al. (2007) a abundancia e diversidade de
micro-organismos da Antartica diminuem a partir da zona marinha para a zona continental. No
presente trabalho foi observada uma diversidade de fungos maior em amostras terrestres do que em
marinhas, mesmo partindo de um maior nimero amostral proveniente de ambiente marinho para o

isolamento dos fungos.
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7. CONCLUSOES

e A metodologia utilizada para a triagem de 160 fungos da Antartica resultou na sele¢ao de 29
linhagens, das quais duas (P1 e M7) foram selecionadas e identificadas como Cadophora

luteo-olivaceae e Cadophora malorum, respectivamente.

e As melhores atividades enzimadticas foram obtidas a 15°C, o que demonstra o potencial

biotecnolodgico para a aplicacdo em baixas temperaturas.

e O processo de otimizagdo das enzimas ligninoliticas produzidas pelo fungo Cadophora

luteo-olivaceae P1 ndo foi eficiente para aumentar a produgdo da enzima lacase.

e Os fungos Cadophora luteo-olivaceae P1 e Cadophora malorum M7 apresentaram maiores
atividades de xilanases (quando cultivados em material lignoceluldsico a 15°C) em relagao

as enzimas ligninoliticas e celuloliticas.

e Os estudos de diversidade permitiram identificar 11 diferentes géneros de fungos
filamentosos isolados das amostras marinhas e terrestres da Antértica. Alguns deles,
representados por fungos cosmopolitas (Penicillium, Hypocrea/Trichoderma e
Cladosporium), outros predominantes no ambiente Antéartico (Geomyces, Cadophora,
Cosmospora e Thelebolus) e um género (Cercospora) ainda ndo reportado em ambiente

Antartico.

e Dentre os géneros identificados nas amostras marinhas e terrestres da Antartica, sete foram
comuns aos dois ambientes (Cadophora, Cladosporium, Cosmospora, Geomyces,
Penicillium, Pseudeurotium e Thelebolus), trés foram encontrados apenas em amostras
terrestres (Acremonium, Hypocrea/Trichoderma e Oidiodendron) e um apenas em amostra

marinha (Cercospora).

e O presente trabalho relata pela primeira vez a presenga de representante do género

Cercospora na Antartica.
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Apéndice A. Identificagao molecular dos fungos filamentosos de amostras marinhas e terrestres da Antartica.

Codigo Amostra de Identificaciao Sequenciamento ITS — Resultado das sequéncias mais relacionadas

Origem NCBI-GenBank Id (%) N° acesso

L1-6 Liquen Acremonium sp. Acremonium alternatum CBS 233.70 100 AY 566992
Acremonium egyptiacum UFMGCB 6056 100 KC485438

L1-4B Liquen Acremonium sp. Acremonium egyptiacum CBS 114785 100 FN706550
Acremonium sclerotigenum CBS 281.80 99 FN706549

L1-9 Liquen Cadophora luteo-olivacea Cadophora luteo-olivacea CBS 357.51 100 GU128589
L2-3B Liquen Cadophora luteo-olivacea Cadophora luteo-olivacea CBS 357.51 100 GU128589
P1 Sedimento Cadophora luteo-olivacea Cadophora luteo-olivacea CBS 357.51 100 GU128589
PL-1F Sedimento Cadophora luteo-olivacea Cadophora luteo-olivacea CBS 357.51 100 GU128589
PL3B Sedimento Cadophora luteo-olivacea Cadophora luteo-olivacea CBS 357.51 100 GU128589
P1A Sedimento Cadophora luteo-olivacea Cadophora luteo-olivacea CBS 357.51 100 GU128589
MIB Madeira Cadophora luteo-olivacea Cadophora luteo-olivacea CBS 357.51 100 GU128589
P2 Sedimento Cadophora luteo-olivacea Cadophora luteo-olivacea CBS 357.51 100 GU128589
Cadophora luteo-olivacea CBS 357.51 100 GU128589

L2-3E Liquen Cadophora luteo-olivacea Cadophora luteo-olivacea CBS 357.51 100 GU128589
M24 Madeira Cadophora luteo-olivacea Cadophora luteo-olivacea CBS 357.51 100 GU128589
L2-3D Liquen Cadophora luteo-olivacea Cadophora luteo-olivacea CBS 357.51 100 GU128589
AS1 Ascidia Cadophora malorum Cadophora malorum CBS 687.96 100 GU128592
M1 Madeira Cadophora malorum Cadophora malorum CBS 687.96 99 GU128592
MIA Madeira Cadophora malorum Cadophora malorum CBS 687.96 99 GU128592
MID Madeira Cadophora malorum Cadophora malorum CBS 687.96 99 GU128592
M4D Madeira Cadophora malorum Cadophora malorum CBS 687.96 99 GU128592
M8 Madeira Cadophora malorum Cadophora malorum CBS 687.96 99 GU128592
Oul Ourigo do mar Cadophora malorum Cadophora malorum CBS 687.96 99 GU128592
E4 Estrela do mar Cadophora malorum Cadophora malorum CBS 687.96 99 GU128592
M6A Madeira Cadophora malorum Cadophora malorum CBS 687.96 99 GU128592
MI13 Madeira Cadophora malorum Cadophora malorum CBS 687.96 99 GU128592
S1 Salpa sp. Cadophora malorum Cadophora malorum CBS 687.96 99 GU128592
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M3 Madeira Cadophora malorum Cadophora malorum ATCC 36274 99 GU128590
AS1 Ascidia Cadophora malorum Cadophora malorum CBS 687.96 99 GU128592
AS-2A | Ascidia Cadophora malorum Cadophora malorum CBS 687.96 99 GU128592
OB1 Osso de baleia Cadophora sp. Cadophora melinii CBS 268.33 100 NRI111150
ou2 Ourigo do mar Cercospora sp. Cercospora ariminensis CBS 137.56 100 KF251297
Cercospora apii CBS 118712 100 KF251296
MB9 Madeira Cladosporium cladosporioides | Cladosporium cladosporioides ATCC 11275 100 KC585406
A2-1 Anfipode Cladosporium cladosporioides | Cladosporium cladosporioides CBS 674.82 100 HM 148014
Al2-2 Cladosporium cladosporioides | Cladosporium cladosporioides CBS 132.29 100 HM 148010
IS4 Is6pode Cladosporium sp. Cladosporium sphaerospermum ATCC MY A-4645 100 HQ263345
Cladosporium sp. CBS 280.49 100 EU167574
ITAE4 Solo de pinguineira | Cladosporium sp. Cladosporium cladosporioides CBS 674.82 100 HM148014
Cladosporium coralloides ATCC 16160 100 AF393695
S3 Salpa sp. Cladosporium sp. Cladosporium globisporum CBS 812.96 100 HM 148096
Cladosporium exile CBS 125987 100 M148091
ITAE3 Solo de pinguineira | Cladosporium sp. Cladosporium cladosporioides CBS 132.29 100 HM148010
Cladosporium gossypiicola ATCC 38026 100 AF393702
ITA-2D | Solo de pinguineira | Cosmospora sp. Cosmospora viridescens CBS 102433 99 KC291731
Cosmospora butyri ATCC 52620 99 JQ070093
OB2 Osso de baleia Cosmospora sp. Cosmospora viridescens CBS 102433 99 KC291731
Cosmospora butyri ATCC 52620 99 JQ070093
OB3 Osso de baleia Cosmospora sp. Cosmospora viridescens CBS 102433 99 KC291731
Cosmospora butyri ATCC 52620 98 JQ070093
OB4B Osso de baleia Cosmospora sp. Cosmospora viridescens CBS 102433 99 KC291731
Cosmospora butyri ATCC 52620 98 JQ070093
OB5A Osso de baleia Cosmospora sp. Cosmospora viridescens CBS 102433 99 KC291731
Cosmospora butyri ATCC 52620 99 JQ070093
OB6D Osso de baleia Cosmospora sp. Cosmospora viridescens CBS 102433 99 KC291731
Cosmospora butyri ATCC 52620 99 JQ070093
OB1B Osso de baleia Cosmospora sp. Cosmospora viridescens CBS 102433 99 KC291731
Cosmospora butyri ATCC 52620 99 JQO070093
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OBIC Osso de Baleia Cosmospora sp. Cosmospora viridescens CBS 102433 99 KC291731
Cosmospora butyri ATCC 52620 99 JQO070093
N2A Nacella sp. Geomyces sp. Geomyces destructans ATCC MY A-4855 99 KC171349
Geomyces pannorum UFMGCB 6058 99 KC333881
AMF1 Anfipode Geomyces sp. Geomyces sp. UFMGCB 5995 100 KC811057
Geomyces pannorum 99 HQ703417
El Estrela do mar Geomyces sp. Geomyces sp. 100 KC811057
Geomyces pannorum 99 HQ703417
E4A Estrela do mar Geomyces sp. Geomyces sp. UFMGCB 5995 99 KC811057
Geomyces pannorum 99 HQ703417
IS2 Is6pode Geomyces sp. Geomyces sp. UFMGCB 5995 100 KC811057
Geomyces pannorum 99 HQ703417
L1-1 Liquen Geomyces sp. Geomyces sp. UFMGCB 5995 100 KC811057
Geomyces pannorum 99 HQ703417
L1-2 Liquen Geomyces sp. Geomyces sp. UFMGCB 5995 100 KC811057
Geomyces pannorum 99 HQ703417
L1-2A Liquen Geomyces sp. Geomyces sp. UFMGCB 5995 100 KC811057
Geomyces pannorum 99 HQ703417
L1-3 Liquen Geomyces sp. Geomyces sp. UFMGCB 5995 100 KC811057
Geomyces pannorum 99 HQ703417
M22 Madeira Geomyces sp. Geomyces sp. UFMGCB 5995 100 KC811057
Geomyces pannorum 99 HQ703417
S2 Salpa sp. Geomyces sp. Geomyces sp. UFMGCB 5995 99 KC811057
Geomyces pannorum 99 HQ703417
S4 Salpa sp. Geomyces sp. Geomyces sp. UFMGCB 5995 99 KC811057
Geomyces pannorum 100 DQ189227
All Anfipode Geomyces sp. Geomyces sp. UFMGCB 5995 99 KC811057
Geomyces pannorum 100 HQ703415
L1-12A | Liquen Geomyces sp. Geomyces sp. UFMGCB 5995 99 KC811057
Geomyces pannorum 100 HQ703415
L2-14D | Liquen Geomyces sp. Geomyces sp. UFMGCB 5995 99 KC811057
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Geomyces pannorum 100 HQ703415
S2B Salpa sp. Geomyces sp. Geomyces sp. UFMGCB 5995 99 KC811057
Geomyces pannorum 100 DQ189227
SDB1 Salpa sp. Geomyces sp. Geomyces sp. UFMGCB 5995 100 KC811057
Geomyces pannorum 100 HQ703415
L2-3A Liquen Geomyces sp. Geomyces sp. UFMGCB 5995 100 KC811057
Geomyces pannorum UFMGCB 6049 100 K(C485437
L2-13 Liquen Geomyces sp. Geomyces sp. UFMGCB 5995 100 KC811057
Geomyces pannorum 99 HQ703417
PUI Sedimento Geomyces sp. Geomyces sp. UFMGCB 5995 100 KC811057
Geomyces pannorum 99 HQ703416
SIB Salpa sp. Geomyces sp. Geomyces sp. UFMGCB 5995 100 KC811057
Geomyces pannorum UFMGCB 6110 100 KC485453
L2-2 Liquen Hypocrea sp. Hypocrea pilulifera CBS 120927 99 FJ860810
Hypocrea parapilulifera CBS 120921 99 FJ860799
All-M1 | Alga Oidiodendron sp. Oidiodendron sp. 97 JX270506
L1-5 Liquen Oidiodendron sp. Oidiodendron sp. 100 JX270395
E2A Estrela do mar Penicillium sp. Penicillium commune CBS 311.48 100 AY213672
Penicillium solitum CBS 14786 HQ225713
E2B Estrela do mar Penicillium sp. Penicillium solitum CBS 14786 100 HQ225713
Penicillium echinulatum NRRL 1151 100 AF033473
L1-2B Liquen Penicillium sp. Penicillium commune CBS 311.48 100 AY213672
Penicillium solitum CBS 14786 99 HQ225713
L2-3C Liquen Penicillium sp. Penicillium glabrum CBS 125543 100 GU981567
Penicillium spinulosum 100 KC167852
M5 Madeira Penicillium sp. Penicillium solitum CBS 14786 100 HQ225713
Penicillium echinulatum NRRL 1151 100 AF033473
M16 Madeira Penicillium sp. Penicillium solitum CBS 14786 100 HQ225713
Penicillium echinulatum NRRL 1151 100 AF033473
N2 Nacella sp. Penicillium sp. Penicillium commune CBS 311.48 99 AY213672
Penicillium camemberti ATCC 10387 99 GQ458039
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N5 Nacella sp. Penicillium sp. Penicillium commune CBS 311.48 100 AY213672
Penicillium solitum CBS 14786 99 HQ225713
OB7C Osso de baleia Penicillium sp. Penicillium solitum CBS 14786 100 HQ225713
Penicillium echinulatum NRRL 1151 100 AF033473
S4 A Salpa sp. Penicillium sp. Penicillium solitum CBS 14786 100 HQ225713
Penicillium echinulatum NRRL 1151 100 AF033473
E2-1 Estrela do mar Penicillium sp. Penicillium commune NRRL 35686 100 EF200099
IS4A Is6pode Penicillium sp. Penicillium echinulatum NRRL 1151 100 AF033473
Penicillium solitum CBS 14786 100 HQ225713
M14 Madeira Pseudeurotium sp. Pseudeurotium desertorum CBS 986.72 97 AY 129288
EACF3 | Sedimento Pseudeurotium sp. Pseudeurotium hygrophillum CBS 102670 100 NRI111128
EACF4 | Sedimento Pseudeurotium sp. Pseudeurotium hygrophillum CBS 102670 100 NRI111128
EACF2 | Sedimento Pseudeurotium sp. Pseudeurotium hygrophillum CBS 102670 100 NRI111128
E2 Estrela do mar Thelebolus globosus Thelebolus globosus CBS 113940 99 DQ028268
ITAEF Solo de pinguineira | Thelebolus sp. Thelebolus globosus UFMGCB 100 KC485430
Thelebolus sp. UFMGCB 3745 100 HQ533859
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